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Uber Enzymadsorption. I. 


Von 


Heinrich Kraut und Erwin Wenzel. 
Mit 7 Figuren im Text. 


(VI. Abhandlung zur Kenntnis des Invertins von 
R. Willstitter und Mitarbeitern.) 


Aus dem chemischen Laboratorium der bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Oktober 1923.) 


Die Fahigkeit der Enzyme, sich an Stoffe mit groBer Ober- 
iliche, wie Kohle, Tonerde, Kaolin anzulagern, wurde von 
L. Michaelis und M. Ehrenreich!) zu einer Entscheidung 
iiber den elektropositiven oder -negativen Charakter der ver- 
schiedenen Enzyme verwendet. Spiater diente die Adsorption 
R. Willstitter und seinen Mitarbeitern?) zur Trennung der 
Enzyme von den Begleitstoffen, mit denen vermischt sie aus den 
Organen von Pflanze und Tier gewonnen werden, und dies ist 
heute das erfolgreichste Verfahren der Enzymreinigung. Dabei 
stellte sich heraus, da der Grund, aus dem ein Enzym von einem 
basischen oder sauren Adsorbens aufgenommen wird, nicht nur 
von seinem eigenen chemischen Verhalten, sondern auch in 
sehr hohem Ma8 von dem seiner Begleitstoffe bedingt wird. 





1) Biochem. Zs. Bd. 10, S. 283 (1908). 

? Siehe besonders den zusammenfassenden Vortrag von R. Will- 
staitter: Uber die Isolierung yon Enzymen, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3601 
(1929). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiol. Chemie, CXX XIII. 1 
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2 Heinrich Kraut und Erwin Wenzel, 


Bei der Anlagerung an ein Adsorbens von bestimmtem Charakter 
offenbart sich uns also weniger das Adsorptionsverhalten des 
reinen Enzyms selbst als vielmehr des ganzen ,,Systems“, mit 
dem das Enzym in seinem jeweiligen Reinheitssgrad ver- 
gesellschaftet ist. 

Der EinfluB, den das System auf die Adsorption ausiibt, 
kann sich in drei Richtungen betiitigen. Es wird einmal das 
Enzym an Stoffe gebunden sein, die durch Besetzung der fii 
die Adsorption verantwortlichen Stelle des Enzyms diese ver- 
hindern, oder an Stoffe, die selbst adsorbiert werden und erst 
dadurch das Enzym adsorbierbar machen. Unter diese beiden 
Gruppen werden wir in der Hauptsache die Stoffe zu rechnen 
haben, die in der ersten Abhandlung dieser Reihe von R. Will- 
statter und F. Racke?’) als Koadsorbentien und Koeluentien 
bezeichnet wurden. Eine weitere Gruppe von Begleitstoffen 
wird — ohne jede chemische Beziehung zum Enzym — dadurch 
wirksam sein, daB sie selbst von dem Adsorbens aufgenommen 
wird, also die dem Enzym zur Verfiigung stehende Oberfliiche 
vermindert. 

Unsere Betrachtung des Einflusses, den die Begleitstofie 
auf die Adsorption ausiiben, erstreckt sich nach zwei Richtungen: 
Willkiirliche Verinderungen des Systems, aus dem wir ein Enzym 
adsorbieren, werden uns die giinstigsten Bedingungen der Ad- 
sorption auffinden lassen. Eine Kenntnis der Abweichungen, 
denen der quantitative Verlauf der Adsorption durch die Begleit- 
stoffe unterliegt, wird uns eine Aussage iiber die Reinheit des 
Enzyms gestatten, d. h. wieweit es gelungen ist, das Enzym 
von seinen ,das System“ bildenden Begleitstoffen zu trennen. 

Die vorliegende Untersuchung beschiaftigt sich mit der 
Adsorption des Invertins an Aluminiumhydroxyd, und wir ver- 
suchen, eine erste Orientierung iiber den HintluB derjenigen 
Begleitstoffe aus den Hefeautolysaten zu geben, die neben dem 
Invertin selbst von der Tonerde adsorbiert werden. Durch die 
Freundlichkeit der Herren R.Willstaitter und K. Schneider 
wurde uns das Enzymmaterial der vorangehenden fiinften Ab- 





1) Liebig, Ann. d. Chem. Bd. 425, S. i (1920/21) u. zwar S. 60. 
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handlung iiber Invertin zuginglich gemacht. Wir verweisen 
daher an Stelle von Angaben iiber die Herkunft unserer Praparate 
auf die betreffenden Stellen dieser Abhandlung und sprechen 
zugleich Herrn Geheimrat R. Willstatter fir sein giitiges 
Entgegenkommen und die wohlwollende Unterstiitzung unserer 
Arbeit herzlichen Dank aus. 


I. GesetzmaBigkeiten der Adsorption von Gemischen. 


Die quantitative Untersuchung des Adsorptionsverlaufs be- 
trachtet die Beziehungen zwischen der von dem Adsorbens auf- 
gsenommenen zu der in der Lésung verbliebenen Menge des 
Adsorbendums, d. h. das Verhaltnis der Konzentration des ad- 
sorbierten Stoffs im Adsorbat zu seiner Konzentration in der 
Lisung nach der Adsorption. Fiir sehr viele Stoffe ist als 
Gesetz dieser Beziehungen die Adsorptionsisotherme empirisch 
festgestellt worden’): 


a =€& et 
wo a die von der EKinheit des Adsorptionsmittels aufgenommene 
Menge, c die Konzentration des Adsorbendums in der Restlésung, 
d. h. in der Lésung nach erfolgter Adsorption bedeuten, und 
« und n Konstanten sind. 

DaB diese Adsorptionsisotherme auch fiir die Enzym- 
adsorption gelte, kénnen wir nur vermuten, aber bei der Un- 
zuginglichkeit eines reinen Enzyms vorliufig nicht nachpriifen. 
Auf jeden Fall muB aber die Enzymadsorption mit der Gesetz- 
miBigkeit verlaufen, daB einer gréBeren Konzentration in der 
Restlésung auch ein gréBerer Adsorptionswert, also eine gréBere 
Konzentration im Adsorbat entspricht. 

Wir betrachten nun (Fig. 1) den Verlauf der Invertin- 
adsorption an Aluminiumhydroxyd aus einem 12 Monate alten 





1) gs. H. Freundlich, Capillarchemie, 2. Aufl. Leipzig 1922. S. 232 ff. 
Freundlich bezeichnet die Konstante « der Adsorptionsisotherme als 
Adsorptionswert, wihrend wir hier, der Gewohnheit dieser Publikations- 
reibe folgend, mit Adsorptionswert (A. W.) die Zahl a, d.h. die von der 
Einheit des Adsorptionsmittels aufgenommene Enzymmenge bezeichnen. 
gs. R. Willstiitter u.W. Wassermann, Diese Zs. B. 123, S. 181 (1922) 


u. zwar S. 184. 
1* 
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Hefeautolysat. Die Anfangskonzentration ist durch Verdiinnen 
mit Wasser so gewahlt, daB sich vor der Adsorption eine In- 
vertineinheit (11. E.) in 10 Liter Wasser befindet. Die Versuche 
fiihrten wir in der Weise aus, daB wir zu einem bestimmten 
Volumen dieser Ausgangslésung wechselnde Mengen von Tonerde 
zufiigten und dann nach Abtrennung des Adsorbats den Invertin- 
gehalt der Restlésung bestimmten. Daraus berechneten sich 
die Konzentrationen des Invertins in den Restlésungen (ce = An- 
zahl I. E. in 1 Liter Restlésung) und in den Adsorbaten (A.W. = An- 
zahl I.K., welche von 1 g Al,O, adsorbiert werden). In den 
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Fig. 1. Invertinadsorption aus einem Hefeautolysat an Tonerde. 


Figuren sind als Ordinaten die Adsorptionswerte aufgetragen, 
als Abszissen die Invertinkonzentrationen der zugehérigen Rest- 
lésungen. 

Als resultierende Kurve ist bei einem reinen Stoff die 
Adsorptionsisotherme zu erwarten. In der Tat steigen in Fig. 1 
die Adsorptionswerte!) anfinglich, der Adsorptionsisotherme 





1) Eine Zusammenstellung der Versuchsergebnisse findet sich am 
Schlu8 der Abhandlung, dabei sind auch die verwendeten Priparate 
niiher beschrieben. 
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entsprechend, mit steigender Konzentration des Enzyms in der 
Restlésung steil an, der Anstieg verlangsamt sich allmahlich, 
um bei einem A. W. von 3 I. E. pro g Al,O, sein Maximum 
zu erreichen. Wiahrend aber die Adsorptionsisotherme nun 
einen annihernd horizontalen Verlauf, also eine Sittigung des 
Adsorptionsmittels mit Invertin verlangt, sehen wir einen steilen 
Abfall der Kurve, beginnend bei einer Konzentration der Rest- 
lésung von 0,03 I. E. pro 1 Liter, d. h. bei einer Adsorption 
von einem Drittel des vorhandenen Invertins. Wiahrend zu 
erwarten wire, dai vom kleinsten Zusatz von Tonerde, d. h. 
bei der héchsten Invertinkonzentration relativ am meisten In- 
vertin absorbiert wird, stellt sich dieses Maximum der Ad- 
sorptionswerte erst bei viel gréBeren Zusiitzen von Ton- 
erde ein.’) 

Die Erklirung fiir dieses Verhalten liegt in der Tatsache, 
daB wir das Invertin nicht als reinen Stoff, sondern aus 
einem Gemisch mit sehr vielen Fremdstoffen adsorbieren, 
die zum Teil ebenfalls adsorbiert werden. Die Gesetze der 
Adsorption von Gemischen sind in groben Ziigen bekannt 
Die verschiedenen Stoffe verdrangen sich gegenseitig an der 
Oberfliche des Adsorptionsmittels. Fiir den Raum, den der 
einzelne Stoff dabei fiir sich beansprucht, sind maBgebend 
seine Konzentration und seine Adsorbierbarkeit.?) Alle Stoffe 
zusammen werden ungefihr in demselben (molaren) Betrag ad- 
sorbiert, wie jeder einzelne von ihnen aus seiner reinen 
Lésung. 

Nun stehen aber Konzentration und Adsorbierbarkeit in 
einem engen Zusammenhang. In Fig. 2 sind beliebige Ad- 
sorptionskurven verschiedener Stoffe gezeichnet. Man sieht, 
daB bei manchen Kurven die ,,Adsorbierbarkeit“, d. h. die Ad- 
sorptionswerte der reinen Lésungen mit der Konzentration der 
Restlésung rascher ansteigen, als bei andern und auch rascher 
ihr Maximum, d.h. den horizontalen Verlauf erreichen. Wir 
wollen annehmen, da8 in unserem Fall die rasch ansteigende 





) Diese Tatsache wurde schon in der 1. Abhandlung iiber Invertin 
beobachtet. s. Liebig, Ann. d. Chem. Bd. 425, S. 1 (1920-—-21) u. zwar S. 738. 
*) Freundlich, Capillarchemie, S. 269. 


Se 
« e 
ae 


bh cay BS a 


Spuckiees 


PIT War Set POs Ss 


Pe wd 
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Kurve 1 die des Invertins sei, die langsam ansteigende Kurve 2 
die Durchschnittskurve des adsorbierbaren Teils der Begleit- 
stoffe. Diese Annahme ist nicht ganz willkirlich. Es ist 
bekannt, da8 durch Einfiihrung derselben chemischen Gruppen 
oft bei einem gelésten Stoff die Adsorbierbarkeit, bei einem 
Adsorbens aber die Adsorptionstiichtigkeit sich erhéht.') Nun 
sind die Enzyme dadurch ausgezeichnet, daB sie schon in ganz 
geringen Mengen grofe Wirkungen ausiiben, also eine groBe 
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Fig. 2. Beispiele von Adsorptionskurven. 


Anlagerungsfihigkeit fiir ihre Substrate besitzen, und wir 
diirfen daher annehmen, da sie auch als Adsorbenda sich 
durch groBe Adsorbierbarkeit bei kleiner Konzentration in L6- 
sung, d. h. durch einen steilen Anstieg ihrer Adsorptionskurven 
auszeichnen. 

Bei gemeinsamer Adsorption werden die verschiedenen 
Stoffe der Lésung, entsprechend ihrer Adsorbierbarkeit, sich 
in die Oberfliiche des Aluminiumhydroxyds teilen. Gehen wir 
in unserem Beispiel vom rechten Ende unserer Kurven aus, 
indem wir wenig Aluminiumhydroxyd zusetzen, so sind die 


') Freundlich, Capillarchemie, S. 257. 
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Konzentrationen aller Stoffe in der Lésung groB und die Be- 
sleitstoffe (Kurve 2) beanspruchen, ihrem hohen Adsorptions- 
wert entsprechend, einen erheblichen Teil der Tonerde. Bei 
Zugabe von mehr Aluminiumhydroxyd verringern wir die Kon- 
zentrationen in der Restlésung, begeben uns also auf der 
Abszisse der Fig. 2 nach links. Beim Invertin (Kurve 1) andert 
sich dabei die Adsorbierbarkeit, der Adsorptionswert der reinen 
Lésung, wenig, der Adsorptionswert der Kurve 2 sinkt aber, 
die Begleitstoffe verlieren an Adsorbierbarkeit. Die Folge ist, 
daB sie einen kleineren Raum auf der Adsorbensoberfliche 
einnehmen, also dem Invertin einen gréSeren Betrag iiber- 
lassen miissen, so daf mit abnehmendem Gehalt der Rest- 
lésung die Invertinadsorptionswerte ansteigen bis zu dem Punkt, 
an dem der steile Abfall der reinen Invertinkurve beginnt. 
Von dieser Konzentration der Restlésung ab werden auch die 
Adsorptionswerte des Invertins im Gemisch bis zum Kurven- 
ursprung sinken. 

Einem solchen Verhalten entspricht véllig das Bild der 
Adsorptionskurve des Invertins aus dem Hefeautolysat, wie es 
Fig. 1 darstellt. Beim Ursprung der Kurve, also bei kleinen 
Konzentrationen der Restlésung beginnend, steigen die Adsorp- 
tionswerte steil an, bei héheren Konzentrationen iberwiegt 
aber der EKinfluB der Begleitstoffe, nach einem scharfen Maximum 
fallen die Adsorptionswerte wieder ab. 

Uber das Adsorptionsverhalten der Begleitstoffe fehlt es 
uns tast ganzlich an systematischen Angaben.') Wir kénnen 
also auch von vornherein nicht annehmen, daB die durch- 
schnittliche Adsorptionskurve der Begleitstoffe stets in einem 
ihnlichen Verhiltnis zu der des Enzyms steht, wie es 
Kurve 1 und 2 der Fig. 2 darstellen, und wie es fiir die 
Invertinadsorption aus dem Hefeautolysat verwirklicht zu sein 
scheint. Es wird im Gegenteil haiufig vorkommen, daB auch 
besser adsorbierbare Stoffe vorhanden sind, vielleicht andere 
Hnzyme oder Enzymtriimmer, und dai diese das Durchschnitts- 


*) Eine Untersuchung hieriiber haben H. vy. Euler und E. Erikson 
begonnen, s. diese Zs. Bd. 128, S. 1 u. 9 (1923). 
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verhalten der Begleitstoffe bestimmen, wie es Kurve 8 in Fig. 2 
darstellt. Die Adsorption des Enzyms aus der gemischten Lisung 
wird hier infolge der wachsenden Oberflichenbeanspruchung 
der Begleitstoffe schon bei hohen Konzentrationen einen Abfall 
der Adsorptionswerte aufweisen, der gegen Ende, wenn bei ab- 
nehmender Konzentration auch auf Kurve 8 der steile Abfall 
einsetzt, allmahlich flacher wird. Ein solcher Fall liegt viel- 
leicht bei der Adsorption der Amylase in einem Glycerinextrakt 
aus Pankreasdriisen vor, deren Zahlen wir freundlicherweise 
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10 
Fig, 3. Amylaseadsorption aus einem Pankreasextrakt an Tonerde. 


einer noch unverdffentlichten Untersuchung der Herren R. Wi11- 
staitter und A. F. R. Hesse entnehmen durften. Die Kurve 
der Amylaseadsorption an Tonerde ist in Fig. 3 dargestellt. 

Wir sehen hier davon ab, daB die Form unserer Kurven 
auch durch Begleitstoffe beeinfluBt wird, die mit dem Enzym 
eine Adsorptionsverbindung eingehen, daB also eine Konkurrenz 
der Adsorbentien, statt, wie hier angenommen, der Adsorbenda 
vorliegen kann. Beispiele dieser anderen Art der Beeinflussung 
finden sich zahlreich in den vorangehenden Abhandlungen 
dieser Reihe. Bei Verwendung von einzelnen Adsorptions- 
angaben ist aber mit Vorsicht zu verfahren, da iiber das 
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Adsorptionsverhalten eines Enzyms in einem bestimmten Rein- 
heitsgrad nur eine Versuchsreihe, die sich von eben beginnender, 
bis zu fast vollstiindiger Adsorption erstreckt, Auskunft geben 
kann, nie aber eine einzige Priifung der Adsorbierbarkeit, iiber 
deren Lage auf der Adsorptionskurve nichts bekannt ist. 


II. Der Einflu8 der Verdiinnung auf die Adsorption 
von Gemischen. 


In den beiden geschilderten Fallen, bei Invertin und 
Amylase, lift sich schon aus dem Verlaut der Adsorptions- 
kurve ein Riickschlu8 auf das Adsorptionsverhalten der Begleit- 
stoife und damit auf ihre Anwesenheit ziehen. Dies wird aber 
sehr haufig nicht méglich sein, indem sich besser und schlechter 
adsorbierbare Begleitstoffe in ihrer Wirkung zu einer Durch- 
schnittskurve kompensieren, die zu der des reinen Enzyms in 
keinem derartig schroffen Gegensatz steht, wie Kurve 2 und 3 
der Fig. 2 zu Kurve 1. Dann sind wir auf Grund des Adsorp- 
tionsverhaltens des Gemisches nicht in der Lage, uns von dem 
KinfluB und der ungefihren Menge der Begleitstoffe eine Vor- 
stellung zu machen, solange wir nicht die Adsorptionskurve 
des reineren Enzyms kennen. 

bieser Hinflub der Begleitstoife auf die Adsorption mub 
sich aber noch in einer zweiten Weise geltend machen. Die 
in Fig. 1 dargestellte Kurve haben wir aufgenommen, indem 
wir wechselnde Mengen von Tonerde zu einer Lésung, die 
1 I.E. in 10 Litern enthielt, zusetzten. Verwendeten wir eine 
Lésung von 1 I.E. in 1 Liter, so kénnte das bei einem reinen 
Stoff keinerlei Wirkung auf den Verlauf der Adsorptionskurve 
ausiiben, da unabhingig von der Ausgangslésung stets der- 
selben Endkonzentration der Restlésung derselbe Adsorptions- 
wert, also dieselbe Konzentration im Adsorbat entsprechen 
muf. Anders bei einem Gemisch. Adsorbieren wir z. B. aus 
einem unverdiinnten Hefeautolysat 80°/, des Invertins an Alu- 
miniumhydroxyd, so adsorbieren wir gleichzeitig eine uns 
unbekannte Menge von Begleitstoffen. Durch das Zusammen- 
wirken beider kommt fiir das Invertin ein bestimmter Adsorp- 
tionswert zustande, den wir in Beziehung zu der Invertin- 
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konzentration der Restlésung setzen. Verdiinnen wir aber das 
Autolysat mit Wasser und setzen so viel Aluminiumhydroxyd 
zu, daB wieder dieselbe Endkonzentration des Invertins in der 
Restlésung erreicht wird, so wiirde sich derselbe Adsorptions- 
wert fiir das Invertin nur dann ergeben, wenn die Raun- 
beanspruchung der Begleitstoffe auf der Oberfliiche des Ad- 
sorbens auch aus dieser verdiinnten Liésung dieselbe wire, wie 
aus dem unverdiinnten Autolysat. Das kénnte aber nur dann 
geschehen, wenn sich die Adsorptionskurve des reinen Invertins 
und die Durchschnittskurve aller vom Invertin getrennten Be- 
gleitstofie véllig deckten (was nie der Fall sein kann). Kin 
zweites Beispiel ist leichter zu iiberblicken: Wir nehmen die 
Adsorptionskurve eines Invertinpraparats aus einem bestimmten 
Volumen auf und aus dem auf das Doppelte verdiinnten Volumen. 
Ist das Invertin ganz rein, so erhalten wir in beiden Fallen 
dieselben Kurven, nur endigt die zweite Kurve natiirlich bei 
einer halb so groBen Konzentration der Restlésung. Bei un- 
reinem Invertin aber kénnte die zweite Kurve nur dann genau 
auf der ersten endigen, wenn hier, bei der Adsorption von 
50°/, des Invertins, gerade 50°/, der Begleitstoffe adsorbiert 
wiirden. Die Folge ist, da8 entgegen dem Verhalten der reinen 
Stoffe es fiir Gemische keineswegs gleichgiiltig ist, von welcher 
Anfangskonzentration ausgehend die zur Aufnahme der Adsorp- 
tionskurve ndétigen Versuche angestellt werden. Jede Ver- 
inderung der Anfangskonzentration einer unreinen Liésung 
ergibt eine neue Adsorptionskurve fiir das Enzym. Fiir die 
Priifung der Reinheit der Enzyme ist die Umkehrung dieses 
Satzes von Wichtigkeit: Die Abhingigkeit der Adsorptions- 
kurven von der Anfangskonzentration beweist das Vorhandensein 
von Begleitstoffen, die ebenfalls an das Adsorbens sich anlagern.’) 





') Ganz analoge Betrachtungen lassen sich anstellen, wenn man 
die Adsorptionskurven bei konstanter Adsorbensmenge durch Verdiinnen 
der Enzymlésung aufnimmt, anstatt bei konstantem Volumen die Ad- 
sorbensmenge zu variieren, wie es unser Verfahren im AnschluB an die 
priparative Arbeitsweise ist. Entsprechend ergibt sich dann fiir jede 
Veriinderung der Adsorbensmenge eine neue Kurve der Adsorption von 
Gemischen. 
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Beim Invertin wissen wir schon aus dem Verlauf einer 
einzigen Adsorptionskurve, daB es von erheblichen Mengen 
adsorbierbarer Fremdstoffe begleitet ist. Die Richtigkeit des 
»weiten Kriteriums der Reinheit lief sich daher mit seiner 
Hilfe experimentell nachweisen. Fig. 4 zeigt uns in 3 Kurven 
jen EinfluB der Verdiinnung auf die Adsorption von Invertin 
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Fig. 4. 
Adsorptionskurven desselben Invertinpraiparates bei verschiedener Anfangskonzentration. 


aus einem durch Voradsorption mit Kaolin etwas gereinigten, 
10 Monate alten Hefeautolysat. Die Kurve 1 stellt die Adsorp- 
tion aus einer Lésung dar, die 1 1.E. in 1 Liter enthielt, 
Kurve 2 und 3 die Adsorption aus der auf das Doppelte bzw. 
{fache verdiinnten Lisung. Wir sehen, da bei verschiedener 
Anfangskonzentration zu einer und derselben Endkonzentration 
der Restlésung ganz verschiedene Adsorptionswerte gehéren. 
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Und zwar iiberwiegt in diesem Beispiel der EinfluB der Ad- 
sorptionswertsteigerung so sehr iiber den der Konzentrations- 
herabsetzung durch die Verdiinnung, da® aus den verdiinnten 
Liésungen sogar absolut héhere Invertinmengen yon einer be- 
stimmten Menge Tonerde adsorbiert werden, als aus den kon- 
zentrierten. Dieses, den normalen Adsorptionsgesetzen an- 
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Fig. 5. Einfiu6 zunehmender Verdiinnung auf die Adsorption an Tonerde © (Kurve 1—3) und B 
(Kurve 4—6). 11.E in 100cem. ---- in 1000 ccm. ***: in 10000 ccm. 





scheinend widersprechende Verhalten des Invertins wurde schon 
friher von R. Willstatter und H. Kraut anliiBlich einer 
Untersuchung iiber die Adsorptionstiichtigkeit verschiedener 
Aluminiumhydroxydsorten festgestellt.’) Die Zahlen der in 





*) Chem. Ber. Bd. 56, S. 149 (1928) u. zwar S. 159. 
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Fig. 4 dargestellten Kurven sind dem Beobachtungsmaterial 
| jener Untersuchung entnommen. In der IV. Abhandlung iiber 
Tavertin hat diese Feststellung eine praparative Anwendung 


gefunden. 

Natiirlich haingt es von den Beziehungen zwischen Ad- 
sorbens, Enzym und Begleitstoffen ab, ob die Herabsetzung 
der Anfangskonzentration durch Verdiinnen eine Verbesserung 
oder eine Verschlechterung der Adsorptionswerte des Enzyms 
mit sich bringt. Fig. 5 zeigt die Kurven der Adsorption eines 
stark hefegummihaltigen Invertins vom Saccharasewert 0,16 an 
verschiedenen Tonerdesorten. Ihre Zahlen stammen aus der 
Untersuchung von R. Willstaitter und H. Kraut iiber ein 
Tonerdegel von der Formel Al(OH),?). Bei der Adsorption an 
die dort mit C bezeichnete Sorte [Al(OH)\,] sanken durch Ver- 
diimnen der Ausgangslésung auf das 10- bzw. 100fache die 
Adsorptionswerte (Kurve 1—3), wihrend bei dem viel wasser- 
irmeren Aluminiumhydroxyd # der Einflu8 der Verdiinnung 
ein giinstiger war (Kurve 4 unverdiinnt, Kurve 5 aufs 10-, 
Kurve 6 aufs 10U0fache verdiinnt). Die Verschiedenheit des 
Adsorptionsverhaltens diente in jener Arbeit als ein Beweis 
fiir die Verschiedenheit der untersuchten Tonerdepriiparate. 


III. Die Beurteilung der Reinheit von Enzympraparaten. 


Die fortschreitende Reinigung eines Enzyms zeigt sich 
in der Erhéhung seiner enzymatischen Konzentration, das 
heiBt in der Steigerung der Wirksamkeit einer gewissen 
Probemenge. Ein AufschluB iiber die Verschiedenheit von 
Praparaten desselben Reinheitsgrades, aber ungleicher Her- 
kunft, geben neben qualitativen Proben die Schwankungen in 
den Klementaranalysen, die mit den Priparaten angestellt 
wurden. Beide Fragen, sowohl nach der Gleichartigkeit wie 
nach der Reinheit, lassen sich durch die Betrachtung des 
Adsorptionsverhaltens auf direktem Wege entscheiden. 

Die Kriterien der Reinheit sind der Verlauf der Adsorp- 
tionskurven und der Kinflu8 der Verdiinnung, nach den Ge- 





1) Chem. Ber. Bd. 56, S. 1117 (1923) u. zwar S. 1121. 
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sichtspunkten, die wir unter I. und II. entwickelt haben. Dabei 















zeigt sich der Erfolg der Reinigungsprozesse am Anwachsen ff : 

der Adsorptionswerte des Enzyms, schlieBlich an der Anderung st 

; des Charakters der Kurven. Wenn das Ziel der Reinigune LD 
erreicht ist, miissen wir die Adsorptionskurve eines reinen 1 
Stofis erhalten, deren Verlauf unabhingig von der Anfangs- 1 
konzentration der untersuchten Lésung sein muB und wahr- ré 
scheinlich der Adsorptionsisotherme folgen wird. st 
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Fig. 6, Adsorptionskurven desselben Invertinpriparates in verschiedenen Reinheitsstufen. 


Um die Adsorptionskurven verschiedener Priparate ver- z 
gleichen zu kénnen, muB man sich natiirlich desselben Adsorp- d 
tionsmittels und zwar aus einer einzigen Darstellung bedienen, f 
da die Entwicklung der wirksamen Oberflache selbst bei pein- e 
lichster Einhaltung der Darstellungsbedingungen erheblichen d 
Schwankungen unterworfen ist. Zur Untersuchung einiger 
Priparate der vorangehenden fiinften Abhandlung tiber Invertin 
haben wir ein Tonerdegel von der Formel Al(OH), verwendet, 
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das nach der Vorschrift von R. Willstatter und H. Kraut?) 
dargestellt war. Die Kurven der Fig. 6 entsprechen drei ver- 
schiedenen Stufen in der Reinigung desselben Hefeautolysats. 
Die Anfangskonzentration betrug fiir alle Kurven 1 I.E. in 
1 Liter. Bei Kurve 1 war der Reinheitsgrad (Saccharasewert) 
1,5, bei der zweiten Kurve 2,28, wihrend Kurve 3 einem Saccha- 
rasewert von 5,35 (= Zeitwert von 0,186) zukommt. Die Fort- 
schritte der Reinigung zeigen sich sehr deutlich in der Steigerung 
der Adsorptionswerte, aber selbst das Priparat vom Saccharase- 






















































































Fig. 7. 


Adsorption von Invertinpr&paraten dhnlichen Reinheitsgrades 
1 I.E in 1000 cem. ---- 1 ILE. in 120 ccm. 





wert 5,35, das alle seine Vorgiinger an Reinheit ibertrifft, 
zeigt noch den Abfall der Kurve bei héheren Konzentrationen 
der Restlésung, hat also, entsprechend dem analytischen Be- 
fund der vorangehenden Abhandlung, keineswegs das Verhalten 
eines reinen Stoffs. Diesem Abfall entspricht der in Fig. 7 
dargestellte grofbe KinfluB der Verdiinnung (Kurven 1 und 3). 

Kinem hoéheren Reinheitsgrad mu8 nicht notwendig auch 





1) Chem. Ber. Bd. 56, S. 1117 (1923) u. zwar S. 1118. 
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eine Kurve mit héheren Adsorptionswerten entsprechen. Es 
hangt ganz von der Art der Begleitstoffe ab, wie stark sie die 
Adsorption des Enzyms beeinflussen. Hierin liegt aber ein 
Mittel, tiber die Verschiedenheit mehrerer Praparate desselben 
Reinheitsgrades zu entscheiden. Da die Adsorbierbarkeit von 
Stoff zu Stoff verschieden ist, kénnen nur ganz einheitlich zu- 
sammengesetzte Priaparate dieselbe Adsorptionskurve ergeben. 
Die Kurven 1 und 2 der Fig. 7 zeigen die Adsorption zweier 
Praparate thnlichen Reinheitsgrades, aufgenommen in einer 
Anfangskonzentration von 1 I.E. in 1000 ccm. Kurve 1 stammt 
von dem oben erwihnten Priparat mit dem Saccharasewert 5,35, 
Kurve 2 von einem solchen mit dem S. W. 4,2. Letzteres 
weist trotz seiner geringeren Reinheit durchweg héhere Ad- 
sorptionswerte auf. Die Verschiedenheit der das Invertin be- 
gleitenden Fremdstoffe mu8 in diesem Fall eine recht erheb- 
liche sein. Das beweisen die Verinderungen, welche die Ad- 
sorptionswerte der beiden Priiparate durch Anderung der 
Anfangskonzentration erfahren. Kurven 8 und 4 erhielten wir 
bei einer Anfangskonzentration von 1 I.E. in 120 ccm. Bei 
dem Priparat vom S. W. 5,35 steigerte die Verdiinnung die 
Adsorptionswerte, wihrend sie bei dem anderen Priiparat eine 
deutliche Abschwichung erfuhren. Die vorausgehende V. Ab- 
handlung iiber Invertin ist zum selben Ergebnis gekommen, 
da8 nimlich die zurzeit besten Invertinpriparate noch keines- 
wegs eine einheitliche Zusammensetzung aufweisen. 


IV. Adsorptionsversuche. 


Wiahrend bei den Adsorptionsversuchen aus den ungereinig- 
ten Hefeautolysaten und auch aus den mit Kaolin vorgereinig- 
ten der Verlauf der Kurven ein durchaus kontinuierlicher war, 
zeigten sich bei den reineren Lésungen hiiufig so starke Ab- 
weichungen, daB nach einer Fehlerquelle unserer Bestimmungs- 
methode gesucht werden muBte. 

Bekannt ist aus den vorhergehenden Abhandlungen iiber 
Invertin die Genauigkeit der Invertinbestimmung selbst; mit 
der empirischen Kurve des zeitlichen Verlaufs wird die Null- 
drehungszeit mit einem Fehler von + 2°/, gefunden. Hine 
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zweite Fehlerquelle ist die Abmessung der Aluminiumhydroxyd- 
suspensionen. Bekanntlich werden beim Abpipettieren von 
zihen kolloidalen Suspensionen leicht Fehler bis zu 10°/, be- 
obachtet. Die von uns angewandten Suspensionen enthielten 
aber nur etwa 0,001 bis 0,0001 g Al,O, in 1 ccm, 
eine Anderung der Viscositit des Wassers war also sicher 
nicht eingetreten. Wir priiften die Genauigkeit des Ab- 
messens, indem wir dreimal je 5 ccm einer Aluminiumhydroxyd- 
suspension, die wir zu unseren Bestimmungen verwendeten, ab- 
pipettierten und im Tiegel trockneten und gliihten. Die Ge- 
wichte des Aluminiumoxyds waren 0,0065—0,0064—0,0064 g. 
Die Fehlergrenze betrigt also + 1°/,. Die wesentlich héheren 
Fehler unserer Bestimmungen konnten hiernach nur an einer 
unvollkommenen Trennung von Adsorbat und Restlésung legen. 

Die priaparative Methode fiir diese Trennung ist das Zentri- 
fugieren, das bei Tonerdeadsorbaten meist vollig klare Rest- 
lésungen liefert. Bei den kleinen, von uns verwendeten Proben 
und den hohen Adsorptionswerten der reineren Invertinlésungen 
bildete sich aber nur ein winziges Fléckchen am Boden der 
Zentrifugengliser, und wir konnten einige Male beobachten, 
daB sich davon beim AbgieBen oder Abpipettieren der Rest- 
lisung ein Teil losléste. Wir zogen deshalb eine Filtration 
dem Zentifugieren vor, wobei natiirlich die zum Benetzen der 
Filter dienenden ersten Anteile der Restlésungen stets ver- 
worfen werden muBten. Wahrend beim Absaugen durch ge- 
hirtetes Filtrierpapier oft erhebliche Mengen des Adsorbats 
durchgerissen wurden, erwies sich die Filtration durch ein 
glattes, gehirtetes Filter als einwandfrei. 

0,048 I. K. wurden fiinfmal mit 0,00064¢ Al,O, in einen 
MeBkolben gegeben und auf 50 ccm aufgefillt. Der Ver- 
gleichszeitwert fiir 10 ccm der filtrierten Restlésungen war 
35,4—35,5—35,5—35,4—35,4 Min. Das entspricht einem Ge- 
halt der Restlésung von 0,03405 bzw. 0,033901. E., die Fehler- 
grenze war also nicht gréBer als + 2°/. Natiirlich steigerte 
sie sich etwas, wenn gelegentlich ganz kleine Mengen von Ton- 
erde verwendet wurden. Aber abgesehen von einigen wenigen 
Fallen, die mit groBer Wahrscheinlichkeit auf mangelhafte Be- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX XIII. 2 
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schaffenheit der Filter zuriickzufiihren waren, ist bei unseren 
Bestimmungen eine fiir die Beurteilung der Kurven durchaus 
geniigende Fehlergrenze von +4°/, anzunehmen, zumal wir 
alle Restlésungen zweimal durch dasselbe Filter passieren 
lieBen. 

Kine sehr scharfe Bestimmung fir kleine Spuren von Alu- 
miniumhydroxyd fanden wir in der Methode von F. W.Attack,') 
welche die Bildung eines roten Farblackes mit Alizarinrot-S 
als Erkennungsmittel verwendet. Wir dnderten das Verfahren 
in der Weise ab, daB wir nur 1 ‘Tropfen der 0,1 °/, igen 
Alizarinrotlésung zu den Versuchsproben verwendeten und die 
essigsauren Probelésungen 2—3 Tage stehen lieBen. Dabei 
machten sich schon die kleinsten Spuren von Aluminiumhydroxyd 
als rote Fléckchen am Boden der Reagenzgliser bemerkbar. 
So konnten wir in den wenigen Fallen, welche zu niedrige Ad- 
sorptionswerte ergeben hatten, fast immer Spuren von Aluminium- 
hydroxyd in den Restlésungen, also ungeniigende Abtrennung 
des Adsorbats nachweisen. 

In der folgenden Tabelle finden sich die Versuchsdaten 
aller in den Figuren wiedergegebenen Kurven. 


Tabelle. 


Zu Fig. 1. 12 Monate altes Hefeautolysat (1 Teil Hefe und 1 Teil Wasser). 
Anfangskonzentration 1 I.E. in 10 Liter Wasser. 




















Angewandte Mengen Volumen | Adsorbierte | 4 w 
iz | ao, | LE. es 3 
0,0234 0,00744 250 0,0191 2,6 ‘0,017 
0,0234 0,00528 250 0,0162 3,1 | 0,029 
0,0234 0,00372 250 0,0102 2,7 | 0,053 
0,0234 0,00186 250 0,0035 1,9 0,086 





Zu Fig. 3. Glycerinextrakt aus Pankreasdriisen, durch Adsorption in 

essigsaurer Losung mit Aluminiumhydroxyd lipasefrei, durch Adsorption 

mit Kaolin trypsinfrei gemacht. Anfangskonzentration 40 Am. E. (Amylase- 
einheiten) in 1 Liter. 


1) Chem.-Ztg. 1917, IL Bd., S. 177. 
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Uber Enzymadsorption. I. 19 
Ee as ; Volumen | Adsorbierte A.W , 
Am. E. g Al,0O, ccm Am. E. 
4,00 0,40 100 3,91 9,8 0,9 
4,00 0,20 100 3,72 18,6 2,8 
4,00 0,04 100 2,01 50,2 19,9 
4,00 0,02 100 1,49 74,5 25,1 
4,00 0,01 100 0,97 97,0 30,3 
4,00 0,005 100 0,58 116,0 34,2 
Zu Fig. 4. 10 Monate altes Hefeautolysat (1 Teil Hefe und 1 Teil 
Wasser), gereinigt durch Voradsorption mit 10°/, Kaolin. Anfangs- 
konzentrationen 11. E. in 1, 2 und 4 Liter Wasser. 
Angewandte Mengen Adsorbierte 
| __| Volumen LE A. W. a 
I. E. | g Al,O, cem iT 
Kurve 1: 0,046 | 0,0372 50 0,011 0,62 | 0,46 
0,046 | 0,0186 50 0,023 0,60 | 0,70 
» 2: 0,046  0,0372 100 0,0435 1,2 0,024 
0,046 0,0279 100 0,0426 1,5 0,034 
0,046 — 0,0186 100 0,038 2,1 0,080 bs 
0,046 0,0093 100 0,023 2,5 0,238 F 
0,046 0,0047 100 0,008 1,7 0,38 
» 8: 0,046 | 0,0186 200 0,0445 2,4 0,0075 
0,046 | 0,0093 200 0,037 4,0 0,045 


Zu Fig. 5. 


von S. W. 0,16. 














Stark hefegummihaltiges, aber eiweifarmes Invertin 
Aluminiumhydroxyd C nach B 56, 1117 und Alumi- 
niumhydroxyd B nach B 56, 149. 


Anfangskonzentrationen von 1 I. E. in 100, 1000, 10000 cem. 





Angewandte Mengen 





Volumen 








Adsorbierte 




















A. W. ec 
LE. |g Al,O,| ccm 1. E. 

Al-Hydroxyd C: 

Kurve 1: 0,1046 | 0,0070 10 0,0979 14,0 | 0,67 

, 2: 0,0498 | 0,0139 50 0,0492 5,3 | 0,012 

0,0498 | 0,0070 50 0,0485 7,0 | 0,026 

0,0498 | 0,0028 50 0,024 10,1 | 0,53 

0,0498 | 0,0012 50 0,010 8,9 0,79 

, 3: 0,0489 | 0,0046 500 0,080 6,5 | 0,039 

0,0489 | 0,0037 500 0,022 6,0 | 0,054 

0,0489 | 0,0028 500 0,018 6,6 | 0,061 

0,0489 | 0,0018 500 0,014 7,8 | 0,070 
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4,3 
0,08 
0,16 
0,44 
0,62 
1,04 
0,028 


Angewandte Mengen Volumen | Adsorbierte A.W 

LE. | g Al,O, ccm I. E. 
Al-Hydroxyd B: | 

Kurve 4: 0,102 | 0,0056 10 0,059 10,5 

5: 0,056 | 0,0093 50 0,052 5,5 

0,056 | 0,0046 50 0,048 10,4 

0,056 | 0,0028 50 0,034 12,2 

0,056 | 0,0019 50 0,025 13,2 

0,056 | 0,0009 50 0,004 4,4 

. 6: 0,054 | 0,0028 500 0,040 14,0 

0,054 | 0,0019 500 0,032 17,0 


Zu Fig. 6. 


0,044 


Kurve 1: Kaolinpriparat der Tabelle 11 der V. Abhandlung 


von S. W. 1,5. 



































Angewaniie Menge” [Volumen | Adsorbierte |. |, 
1. E. £ Al,O, eem lead 

0,0462 | — 0,00306 50 0,0419 13,7 | 0,086 
0,0462 | 0,00204 50 0,0402 19,7 0,12 
0,0462 | 0,00102 50 0,0189 18,5 | 0,54 
0,0462 | 0,00051 50 0,0052 10,3 0,80 

Kurve 2: Priiparat d der Tabelle 11 der V. Abhandlung von 8. W. 2,28 

Angewandte Mengen Adsorbierte 

dicate bosusdiees cst ian ; A. W. e 
I. E. £ Al,O, eem ied 

0,0235 0,00204 25 0,0223 10,9 | 0,048 
0,0235 0,00102 25 0,0212 20,8 0,093 
0,0235 0,00051 25 0,0118 23,2 | 0,47 
0,0235 0,00020 25 0,0047 23,0 | 0,75 
0,0285 | —0,00015 25 0,0032 20,6 | 0,81 
0,0235 | 0,00010 25 0,00045 4,4 0,92 


Kurve 3: Priparat g, der Tabelle 11 der V. Abhandlun 











von §S. W. 5,35. 








Angewandte Mengen 


0,02466 


0,02466 
0,02466 








a ee eg 
g Al,O, eem is 
0,00102 25 0,02435 
0,00041 25 0,01414 
0.00010 25 0,00283 
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23,8 
34,5 
28,3 
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Zu Fig. 7. Kurve 1: Priparat g, s. Kurve 3 der Fig. 6. 
Anfangskonzentration 1 1. E. in 1000 cem. 
Kurve 2: Priiparat von S. W. 4,2. 12 Monate altes Hefeautolysat, 
gereinigt durch Alkoholfillung, Adsorption an Kaolin (Nr. 4 der 
Tabelle 10 der V. Abh.). Adsorption an Aluminiumhydroxyd C, 
Adsorption an Aluminiumhydroxyd B. Anfangskonzentration 1 L E. in 


























1000 cem. 
Angewandte Mengen Adsorbierte 

Volumen LE A.W. C 

1. E. 24 Al,O, eem bie: 

0),02329 0,00204 25 0,02320 11,4 0,0036 
0,02329 0,00102 25 0,02277 22.3 | 0,021 
0,02329 0,00051 25 0,02045 40,1 | 0,11 
0),02329 0,00020 25 0,01010 49,5 0,53 


Kurve 3: Priparat g,. Anfangskonzentration 1 I. E. in 120 cem. 

















Angewandte Mengen Adsorbierte 

a HSS ___| Volumen LE A.W. S 
1. E. | = Al,O, ecm aes 
0,0822 0,00204 10 0,0817 40,0 | 0,05 
0,0822 0,00102 10 0,0618 60,6 | 2,0 














Kurve 4: Priparat der Kurve 2. Anfangskonzentration 1 I. E. in 




















120 ccm. 
Angewandte Mengen Adsorbierte 
ai ___| Volumen LE A.W. c 
1. E. | g Al,O, ecm sins 
0,08384 0,00408 10 0,08202 20,1 0,18 
0,08384 0,00204 10 0,07960 39,0 0,42 
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Neutralsalzverbindungen der Aminosduren und 
Polypeptide. IV. 
Von 
Paul Pfeiffer. 
Experimentell bearbeitet von Mathilde Klossmann und Olga Angern. 


(Aus dem chemischen Institut der Universitit Bonn.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Oktober 1923.) 


Die vorliegende Arbeit iiber Neutralsalzverbindungen der 
Aminosiuren und Polypeptide schlieBt sich eng an die vorher- 
gehenden Mitteilungen auf diesem Gebiete an.') Es handelte 
sich fiir uns darum, das bisher vorliegende experimentelle 
Material nach drei verschiedenen Richtungen hin zu erweitern. 
Wir hofften durch Auffinden neuer Verbindungstypen unser 
Bild von der Zusammensetzung der Neutralsalzverbindungen 
wesentlich abrunden zu kénnen. Dann wollten wir versuchen, 
neue Beispiele fiir die physiologisch besonders interessanten 
Alkalisalzverbindungen der Aminosiuren aufzufinden. Schlief- 
lich sollte nach weiteren Neutralsalzverbindungen der Poly- 
peptide gesucht werden, um so einen noch engeren Anschlub 
unserer Neutralsalzverbindungen an die ,, Neutralsalzadsorptionen‘ 
der KiweiBkérper zu erreichen, als es bisher méglich war. 
Uber die erzielten Resultate soll im folgenden der Reihe nach 
berichtet werden; den Schluf bildet eine kurze Erérterung der 
Theorie der Neutralsalzverbindungen. 

Die Darstellung der einzelnen Verbindungen erfolgt ent- 





1) P. Pfeiffer u. J. v. Modelski, Diese Zs. Bd. 81, S. 331 (1912): 
Bd. 85, 8. 1 (1913). — P. Pfeiffer u. Fr. Wittka, Chem. Ber. Bd. 48, 
S. 1289 (1915). 
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weder so, daB man die waBrige Lisung der Komponenten aut 
dem Wasserbad bis zur Krystallisation eindampft, bzw. an 
freier Luft oder im Exsiccator verdunsten laBt, oder aber 
so, daB man die waBrige Lésung mit Alkohol fallt. Um 
eine bestimmte Additionsverbindung zu erhalten, wird man 
bald die Komponenten in dem Molekularverhaltnis anwenden, 
in welchem sie in den Verbindungen enthalten sind, bald aber 
von der einen oder anderen einen mehr oder weniger groBen 
UberschuB nehmen. Das Bild wechselt hier von Fall zu Fall. 
Abgesehen von den Verbindungen des Triglycylglycins, die 
sich nur in amorphem Zustande gewinnen lassen, sind alle 
bisher bekannten Neutralzverbindungen der Aminosiuren und 
Polypeptide gut krystallisiert und in Wasser klar léslich. 


1. Die Verbindungstypen der Neutralsalzverbindungen 
der Aminosauren. 


Die bisher bekannten Neutralsalzverbindungen der Amino- 
siuren lassen sich auf folgende 7 Verbindungstypen verteilen: 


MeX, 1A MeX,, 1A — 
MeX, 2A MeX,, 2A a= 

— MeX,, 3A MeX,, 3A 
MeX, 4A oo o 


Neue Verbindungen der Typen MeX,1A und MeX,,1A 
werden wir in den niachsten Abschnitten bei der Besprechung 
der Alkalisalz- und der Polypeptidverbindungen kennen lernen; 
Verbindungen des T'ypus MeX,, 1A sind auch heute noch un- 
bekannt: ebensowenig ist es bisher gelungen, den Verbindungs- 
typus MeX,,2A herzustellen. Als neue Beispiele fiir die 
Typen MeX,2A und MeX,,2A seien hier die folgenden 
angefiihrt: 

NaJ, 2NH,-CH,-COOH, 1H,0. MgBr,, 2NH,. CH,-COOH, 2H.0 
CaJ., 2NH,-CH,-COOH, 3H,0') MgJ,, 2NH,-CH,-COOH, 2H,O 
ZnCl,, 2NH,-CH,-COOH, 2H,O MgCl,, 2CH,NH-CH,-COOH, 2H,O 
ZnBr,, 2NH,-CH,-COOH, 2H,0 MgBr,, 2CH,NH-CH,-COOK, 2H,0 
(NH,)J, 2+ (CH,),N-CH,-COO-, 2H,O 
ZnCl,, 2+ (CH,),N-CH,-COO~, H,O. 


1) Uber diese Verbindung siehe auch W. Spitz, D.R.P. 3183483, 
Kl. 12q (1916) (er gibt 2H,O an)undH. King u. A.D. Palmer, C.1921, I, 10. 
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Verbindungen von Zinksalzen mit Glykokoll waren bisher 
iiberhaupt noch nicht bekannt. Eine Betainverbindung des 
Zinkchlorids von der Formel: ZnCl,, 2* (CH,),N-CH,-COO- 
ist schon im Jahre 1869 von O. Liebreich}) beschrieben 
worden, aber ohne Anfihrung von Analysenresultaten und 
Darstellungsweise. Neuartig ist auch die Vereinigung von 
1 Molekiil Ammoniumjodid mit 2 Molekiilen Betain. 

Fiir den Verbindungstypus 1:3 fehlten bisher noch Bei- 
spiele bei den Alkalisalzen. Ein solches Beispiel haben wir 
jetzt in dem Additionsprodukt von Kaliumperjodid an Sarkosin: 

K(J,), 3CH,NH-CH,-COOH 

aufgefunden; es krystallisiert in dunkelroten, langen Nadeln. 
Bei den Salzen zweiwertiger Metalle war der Dreiertypus nur 
durch die Verbindung CaCl,, 3NH,-CH,-COOH vertreten. Als 
neue Beispiele kénnen wir 

CaBr,, 3NH,-CH,-COOH und SrJ,, 3CH,NH-CH,-COOH, 2H,0 
hinzufiigen. Da die beiden Calciumsalzverbindungen wasser- 
frei krystallisieren und luftbestiindig sind, ist besonders be- 
merkenswert. 

Die Salze dreiwertiger Metalle geben ebenfalls Verbindungen 
des Dreiertypus. Bekannt sind jetzt die folgenden beiden: 
LaCl,, 3NH,-CH,-COOH, 3H,O und LaBr,, 3CH,NH-CH,-COOH, 3H,0, 
von denen die letztere neu dargestellt wurde. 

Wesentlich erweitern konnten wir unsere Kenntnisse iiber 
den Vierertypus, dem die schon friiher beschriebenen Alkali- 
salzverbiudungen: 

KBr, 4CH,NH-CH,-COOH, 4H,0 

KJ, 4CH,NH-CH,-COOH, 4H,O 

RbBr, 4CH,NH-CH,-COOH, 4H,0 
angehéren; eine entsprechende Verbindung mit Chlorkalium 
darzustellen, ist uns zwar nicht gegliickt, doch konnten wir die 
Kaliumperjodid-Glykokollverbindung: 

K(J,), 4NH,-CH,- COOH 

isolieren; vor allem aber gelang es, die vier Erdalkalisalz- und 
Zinksalzverbindungen : 





1) O. Liebreich, Chem. Ber. Bd. 2, S. 167 (1869). 
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CaJ,, 4NH,-CH,- COOH BaJ,, 4NH,-CH,-COOH 
SrJ,, 4NH,-CH,-COOH ZnJ,, 4NH,-CH,-COOH, 2H,0 


zu erhalten, die eine erhebliche Liicke in der Reihe der Neu- 
tralsalzverbindungen der Aminosiuren ausfillen. Von diesen 
Additionsverbindungen sind die Erdalkalijodidverbindungen 
wasserfrei und luftbestiindig; sie entsprechen in dieser Be- 
ziehung ganz den ‘Tri-Glykokollverbindungen des Calcium- 
chlorids und Calciumbromids, die wie die ersteren Maximal- 
typen darstellen. 

Fassen wir unsere heutigen Kenntnisse iiber die Neutral- 
salzverbindungen der Aminosiuren tabellarisch zusammen, so 
erhalten wir folgendes Gesamtbild: 


MeX, 1A MeX,, 1A = 
MeX, 2A MeX,, 2A oo 
MeX, 3A MeX,, 3A MeX,, 3A, 
MeX, 4A MeX,, 4A — 


aus dem wir ersehen, dafB sich von den Salzen der ein- und 
zweiwertigen Metalle liickenlose Verbindungsreihen vom Kiner- 
bis zum Vierertypus ableiten. Ob Verbindungen existieren, die 
mehr als 4 Aminosiuremolekiile auf 1 Metallsalzmolekiil ent- 
halten, oder auch solche, die einen Uberschu8 an Metallsalz- 
molekiilen besitzen, kann nur die weitere Untersuchung zeigen. 

Von einem und demselben Salz und ein und derselben 
Aminosiure Verbindungen aller 4 Typen darzustellen, ist bisher 
nicht méglich gewesen. Immerhin kennen wir mehrere Fille, 
in denen zwischen denselben Komponenten zwei oder auch 
drei verschiedene Verbindungen existieren: 


LiCl, 1NH,-CH,-COOH, 1H,0 LiBr, 1NH,-CH,-COOH, 1H,0 
LiCl, 2NH,-CH,-COOH, 1H,O LiBr, 2NH,-CH,-COOH, 1H,0 
CaCl,, 1NH,-CH,-COOH, 3H,0 

CaCl, 2NH,-CH,-COOH, 4H,0 CaBr,, 2NH,-CH,-COOH, 4H,0 
CaCl,, 3NH,-CH,-COOH CaBr, -3 NH, -CH, -COOH 


CaJ,, 2NH,-CH,-COOH, 3H,0 
CaJ,, 4NH,-CH,-COOH. 


2. Die Alkalisalz- und Ammoniumsalzverbindungen, 


Kine Zusammenstellung der bisher bekannten Aminosaure- 
verbindungen der Alkalisalze laBt es besonders auffallig er- 
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scheinen, daB Verbindungen mit Kochsalz, Bromnatrium und 
Chlorkalium noch vollstindig fehlen: 
1 NH,-CH,-COOH, 1H,O 1 NH, -CH,- COOH, 1H,0 
2NH,-CH,-COOH, 1H,O 2NH,-CH,-COOH, 1H,0. 
LiCl, NH,-CH-COOH, 1H,0 

| 

CH, 
NaJ, 1CH,NH-CH,-COOH, 1H,O KBr, 4CH,NH-CH,-COOH, 4H,0 
KJ, 4CH,NH-CH,-COOH, 4H,O RbBr, 4CH,NH-CH,-COOH, 4H,0 


LiCl LiBr 


Diese und noch manche andere Liicken konnten wir aus- 
filllen. Zwar gelang es uns nicht, Kochsalz mit Glykokoll 
zu vereinigen, wohl aber existiert eine Kochsalz-Sarkosin- 
verbindung der Formel: 


NaCl, 1CH,NH-CH,-COOH, 1H,0, 


der sich noch die Bromnatrium- und Jodnatriumverbindungen 
mit Glykokoll und Sarkosin: 
NaBr, 1NH,-CH,-COOH, 1'/,H,O Nad, 2NH,-CH,-COOH, 1H,0 
NaBr, 1CH,NH-CH,-COOH, 1H,0 Nad, 1CH,NH-CH,-COOH, 1H,0 
anschlieBen. An Chlorkalium eine Aminosiure anzulagern, 
war uns bisher nicht méglich; eine Glykokollverbindung existiert 
sicher nicht, die Versuche mit Sarkosin verliefen nicht ein- 
deutig. Bromkalium verbindet sich zwar mit Sarkosin (siehe 
oben), aber im Gegensatz zum Bromnatrium nicht mit Glykokoll. 
Nehmen wir noch hinzu, da® sich die 3 Lithiumhalo- 
genide LiCl, LiBr und LiJ sowohl mit Glykokoll und Sarkosin, 
wie vor allem auch mit d,l-Alanin vereinigen, daB aber weder 
die Natrium- noch die Kaliumhalogenide Alaninverbindungen 
geben, so kommen wir zu folgendem Gesamtbild iiber die Ver- 
bindungen der Lithium-, Natrium- und Kaliumhalogenide mit 
Glykokoll, Alanin und Sarkosin: 


Glykokollverbindungen: 


‘ 1 Glykokoll, 1 H,O 
sane 2 Glykokoll, 1H,O 
1 Glykokoll, 1H,O 


° 1 éisii 
LiBr | 2 Glykekoll, 1,0 N&Br 1 Glykokoll 1 /, 1,0 


LiJ, 1 Glykokoll, 1H,O NaJ,2Glykokoll1H,O  [K(J,), Glykokoll] 
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~l 


Sarkosinverbindungen: 
LiCl, 1 Sarkosin, 1H,O NaCl, 1 Sarkosin, 1H,O a 
LiBr, 1 Sarkosin, 1H,O NaBr, 1 Sarkosin, 1H,O KBr, 4 Sarkosin, 4H,O 
LiJ, 1Sarkosin, 1'/,H,O NaJ, 1 Sarkosin, 1H,O KJ, 4Sarkosin, 4H,O 


Alaninverbindungen: 
LiCl, 1 Alanin, 1H,0 - 2 
LiBr, 1 Alanin, 1H,O — apa 
Lil, 1 Alanin, nH,O st vee 

Wir entnehmen dieser Tabelle, daB die Additionsfihigkeit 
fir Aminosiuren — soweit es sich um die Bildung bzw. Nicht- 
bildung krystallisierter Verbindungen aus waBriger Loésung 
handelt — besonders stark ausgeprigt bei den Lithiumsalzen 
ist und von diesen iiber die Natriumsalze zu den Kaliumsalzen 
abnimmt. Diese Reihenfolge: 

Li > Na > K 
erinnert uns lebhaft an die Tatsache, daB die Tendenz zur 
Hydratbildung am gréften bei den Lithiumsalzen, kleiner bei 
den Natrium- und am geringsten bei den Kaliumsalzen ist, und 
daB parallel damit, wie vor kurzem Biltz u. Hansen 3) gezeigt 
haben, die Additionsfihigkeit der Alkalisalze fiir Ammoniak 
mit wachsendem Atomgewicht des Alkalimetalls sinkt. 

Vergleichen wir die Halogenide eines und desselben Metalls 
in bezug auf ihre Additionsfihigkeit fiir Aminosiuren mit- 
einander, so stellt sich heraus, daB, falls nicht alle 3 Halogenide 
Aminosiuren aufnehmen, die Bromide und Jodide den Chloriden 
iiberlegen sind. Auch in dieser Beziehung finden wir in der 
Arbeit von Biltz und Hansen Parallelen. 

Von den drei untersuchten Aminosiuren zeigt das geringste 
Anlagerungsvermégen das d,l-Alanin, dann folgt das Glykokoll, 
welchem wiederum das Sarkosin iiberlegen ist. Es bedingt 
also einen groBen Unterschied, ob die Methylierung des Gly- 
kokolls am Kohlenstoffatom (Bildung von Alanin) oder am 
Stickstoffatom (Bildung von Sarkosin) erfolgt. 

Im Anschlu8 an die Untersuchung der Alkalisalzverbin- 
dungen der Aminosiuren haben wir uns die Frage vorgelegt, 
ob wohl auch die Ammonium- und substituierten Ammonium- 





1) Zs. anorg. Chem. Bd. 127, S. 1 (1928). 
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salze Aminosiuren addieren. Keine Erfolge hatten wir mit 
Glykokoll und Alanin, wohl aber gelang es, 2 Verbindungen 
der Ammoniumsalze mit Sarkosin, also derjenigen Aminosiure, 
die sich auch bei den Alkalisalzen als iiberlegen erwiesen hat, 
darzustellen: 
(NH, ]J, 1 Sarkosin 
[NH,|SCN, 1 Sarkosin; 
diesen Additionsprodukten stellen sich noch einige Ammonium- 
salzverbindungen des Betains, des vollstindig methylierten 
Glykokolls, an die Seite: 
(NH,]J, 2 Betain, 2 H,O [N(CH,),H.|J, 1 Betain, 1 H,O 
[NH,|SCN, 1 Betain, [N(C,H,)H,|J, 1 Betain; 
hier begegnen uns auch Verbindungen substituierter Am- 
moniumsalze, die wir mit Glykokoll und Sarkosin nicht erhalten 
konnten. 


3. Die Neutralsalzverbindungen der Polypeptide. 
Man kannte bisher die folgenden 4 Verbindungen dieser Art: 
LiCl, 1NH,-CH,-CO—NH-CH, -COOH 
CaCl,, 2NH,-CH,-CO—NH-CH,- COOH 
CaJ,, 2NH,-CH,-CO—NH-CH,-COOH, 2H,0 


CaCl,, 1 NH,-CH,-CO—NH-CH,-CO—NH-CH,-COOH, 3H,0. 

Die 3 Chloride sind von P. Pfeiffer und J. v. Modelski 
(1913)), das Jodid ist von W. Spitz (1916)*) beschrieben 
worden. 

Die Darstellung der Lithiumchloridverbindung des 
Glycylglycins wurde wiederholt; die vorliegenden Angaben 
konnten bestitigt werden. Eine entsprechende Zusammen- 
setzung besitzen die beiden ebenfalls gut krystallisierten Salze: 

LiBr, 1 NH,-CH,-CO—NH-CH,-COOH 
LiJ, 1NH,-CH,-CO—NH-CH,-COOH. 

Fir die Calciumchloridverbindung des Glycylglycins, 
welche bisher durch Kristallisation aus waBriger Lésung er- 
halten worden war, wurde eine neue Darstellungsweise auf- 





1) Diese Zs. Bd. 85, S. 1 (1918). 
2) D. R. P. 318343, Kl. 12q (1916). 
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' gefunden; sie entsteht in recht reiner Form (als Monohydrat) 
‘ durch Fallen einer waBrigen Lésung der Komponenten mit 
| Alkohol. Ihr entspricht weitgehend die Calcium bromidver- 
' bindung: 


CaBr,, 2NH,-CH,-CO—NH-CH,- COOH, 


' die aber nur wasserfrei auftritt, aus rein waBriger Lisung 
' in feinen, flachen Nadeln, beim Fallen mit Alkohol in glin- 
' zenden Blittchen. Beide Calciumsalz-Additionsprodukte sind 
' an der Luft bestandig. 


Um die Frage zu entscheiden, ob auch gemischte Di- 


_ peptide, die ja beim Aufbau der EKiweiBkorper eine groBe Rolle 
_ spielen, Neutralsalzverbindungen geben, priiften wir das Ver- 
 halten von d,l-Alanylglycin und Glycyl-d,l-Alanin gegen Neu- 
tralsalze. Positiven Erfolg hatten wir nur mit Alanylglycin, 
' deren d-Komponente bekanntlich ein Baustein des Seiden- 
| fibroins ist. Wir konnten die in farblosen Drusen krystal- 
lisierende Verbindung: 


LiBr, NH,-CH-CO—NH-CH,-COOH, 2H,0 


| 
CH, 


Der einzigen, bisher bekannten Verbindung des Diglycy]l- 


| glycins: 


CaCl,, 1NH,-CH,-CO—NH-CH,-CO—NH-CH,-COOH, 3H,0 


_ kénnen wir jetzt die Calciumbromidverbindung: 


CaBr,, 1NH,-CH,-CO—NH-CH,-CO—NH-CH,-COOH, 3H,0 


an die Seite stellen. Beide Salze bilden tafelférmige bis kom- 


pakte, durchsichtige Krystalle, die beim Erhitzen ihren Wasser- 


| gehalt quantitativ verlieren. 


Ihnen schlieBt sich noch die Lithiumbromidverbindung: 
LiBr, NH,-CH,-CO—NH-CH,-CO—NH-CH,-COOH 


an, die sich aus wafriger Lésung in kleinen, durchsichtigen 


Prismen abscheidet. 

Wahrend alle bisher untersuchten Dipeptid- und Tripeptid- 
verbindungen der Neutralsalze gut krystallisiert sind, bilden 
die Calciumsalzverbindungen des Triglycylglycins im besten 
Falle amorphe Pulver. Niaher untersucht wurde die EKin- 
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wirkung von Calciumbromid auf Triglycylglycin. Als die wig- 
rige Lésung von Calciumbromid und Triglycylglycin (Molekular- 
verhiltnis 7:1) mit Alkohol versetzt wurde, fiel ein weifer, 
beim Absaugen an der Luft zerflieBender Niederschlag aus, 
der nach mehrfachem Behandeln mit Alkohol in Form eines 
weiBen Pulvers zur Analyse gebracht werden konnte; die Zu- 
sammensetzung des bei 130° getrockneten Produktes entsprach 
der Formel: 

CaBr,, 1NH,+CH,-CO—NH-CH,-CO—NH-CH,-CO—NH-CH,-COOH. 

Wir sehen also, daB sich das Tetrapeptid Triglycylglycin, 
welches bekanntlich die Biuretreaktion gibt, in seinem Verhalten 
gegen Calciumsalze weitgehend gewissen EiweiBkiérpern nihert, 
bzw. zwischen diesen und den Aminosiuren und einfacheren 
Polypeptiden vermittelt. 

Diese Tatsache bestarkt mich in meiner schon mehrfach 
ausgesprochenen Ansicht, da8 wir in den sogenannten Adsorp- 
tionen von Neutralsalzen an EjiweiS8kérper chemische Ver- 
bindungen vor uns haben, die sich eng an die Neutralsalz- 
verbindungen der Aminosiuren und Polypeptide anschlieBen. 
DaB die Neutralsalzverbindungen der Eiwei8kérper anscheinend 
keine stéchiometrische Zusammensetzung haben, beruht wohl 
darauf, da8 sich die Neutralsalzmolekiile an die oberflachlich 
gelegenen Teile der EiweiBpartikelchen anlagern. Es erscheint 
also iiberfliissig, fiir die Bindung der Salze an EiweiBkoérper 
andere Krafte verantwortlich machen zu wollen, als diejenigen, 
die zwischen Aminosiuren und Salzen auftreten. 

Ahnlich den Salzadsorptionen der EiweiBkérper werden 
sich voraussichtlich noch manche sogenannte Adsorptionen be- 
stimmten Klassen von Molekiilverbindungen zuordnen lassen. 


4. Zur Theorie der Neutralsalzverbindungen. 


In der letzten Mitteilung’) iber die Neutralsalzverbindungen 
der Aminosiuren wurden fiir die Verbindung: LiCl, 2NH,-CH,. 
COOH, die als Beispiel diente, die folgenden Formeln auf- 


gestellt: 





1) Chem. Ber. 48, 1289 (1915). 
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_0=C—CH,—NH, 


ClLi< a a 
4 N P Anlagerungs- 
| O=C—CH,—NH, forme] 
i_—()- | 
: _-O==C—CH,— NH, , 
icl, 2NH,-CH,-CH,-COOH——> [Li [—o—! {C1 Einlagerungs- 
q | “O=C—CH,—NH, formel 
Le | 
\ 
\ 
| O—C—CH,—NH,Cl 
a | ; ; Amphisalz- 
es. formel 
‘O=C—CH,—NH, 
ear 


Ks wurde betont, da8 wir augenblicklich keine Méglich- 
keit haben, zwischen diesen 3 Formulierungen zu_ ent- 
scheiden. 

Auch heute sind wir noch keinen Schritt weiter. Hin- 
gewiesen sei aber darauf, daB die neueren Anschauungen tiber 
die Dipolnatur der Aminosiuren und Betaine:*) 

+H,N—R—COO- +(H,0,N—R—COO- 
Aminosiure Betain 
den Gedanken nahelegen, die Ursache fiir die Anlagerung 
von Neutralsalzen an Aminosiiuren, Polypeptide und Eiweib- 
kérper darin zu erblicken, daB sich die Aminosiuremolekiile 
und Salzionen gegenseitig elektrostatisch anziehen, Wollen wir 
diese Anschauung symbolisch zum Ausdruck bringen, so kénnen 
wir der obigen Lithiumchloridverbindung etwa die Formel: 
*+H,N—CH,—COO~}),. 
ag Ne iene pl 
zuerteilen. 
Versuchsteil. 
a) Glykokollverbindungen. 
1. Mono-Glykokoll-Lithiumjodid. 
LiJ, NH,-CH,-COOH, H,0. 

Lithiumjodid wurde durch Neutralisieren von kauflicher, 

konzentrierter Jodwasserstoffsiure mit einem Uberschu8 von 





1) P. Pfeiffer, B. 55, 1762 [1922]. P. Pfeiffer u.G. Haefelin, 
B. 55, 1769 [1922]. 
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Lithiumcarbonat erhalten. Das Salz wurde etwa 1 Woche 
lang tiber P,O, getrocknet. Der Wassergehalt betrug dann 
nicht ganz 3 Molekiile. 

Zur Darstellung des Additionsproduktes dampft man eine 
wiBrige Lésung von 1,24g LiJ, 3H,O und 0,25 g Glykokoll 
(Molekularverhiltnis 2:1) auf dem Wasserbad bis zur Bildung 
eines Krystallhiutchens ein, lést dieses mit 1 Tropfen 
Wasser wieder auf und iiberliBt nun die Lésung an freier Lutt 
der Krystallisation. Es scheidet sich dann die Verbindung 
LiJ, NH,-CH,-COOH, H,O in feinen, durchsichtigen, spréden 
Nadeln ab, die im Gegensatz zum freien Lithiumjodid voll- 
kommen luftbestiindig sind. Beim Trocknen bei 120° werden 
die Krystalle matt und verlieren ihren Wassergehalt. 


Analyse. 
0,1192 g lufttr. Subst. verloren bei 120° 0,0105 g H,V. 
0.12932, a : » 120° 0,0120¢ _,, 
0,1167 g Subst., bei 120° getr., gaben 0,1313g AgJ. 
0,108ig , 4» 120° ,  ,, 0,0295 g Li,SO,. 


LiJ, CH,(NH,)COOH, 1 H,0O: 
Ber. 7,93°/5 H,O 


Gef. I. 8,81 IT. 9,28°/, 
Wasserfreie Verbindung: 
Ber. 3,35°/, Li 60,77°/, J 
Gef. 3,44 60,82 


Atomverhiiltnis: Li: J = 1,03: 1. 


2. Mono-Glykokoll-Natriumbromid. 
NaBr, NH,-CH,-COOH, 17/, H,O. 

Diese Verbindung erhalt man in einheitlichen, reinen 
Krystallen, wenn man eine Lésung von 2g Natriumbromid 
und 0,7 g Glykokoll (Molekularverhaltnis 2:1) in wenig Wasser 
auf dem Wasserbade weitgehend eindampft und dann an freier 
Luft der Krystallisation iiberlaBt. Es scheiden sich schéne, 
zu Drusen angeordnete Blittchen aus; sie werden auf Ton an 
der Luft getrocknet. Beim Erhitzen im Capillarrohr wird die 
Substanz bei etwa 108—110° weich und sintert allmiéhlich zu 
einer triiben, weiBen Masse zusammen, ohne einen bestimmten 
Schmelzpunkt zu haben. Bei 145—147° wird die  triibe 
Schmelze von Gasblasen hochgetrieben. 
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Trocknet man die Substanz bei 100—105”, so bleibt etwa | é 
\! Molekiil Wasser in den Krystallen zuriick. Héheres Er- is 
hitzen ist nicht ratsam, da die Krystalle bei héherer empe- a4 


ratur leicht zusammensintern. Die Analyse wurde mit drei 
verschiedenen Substanzproben durchgefiihrt, von denen | und 
II bei 105° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet wurden, 
wihrend If] vor der Analyse 4 Tage lang im Chlorcalcium- 
exsiccator gelegen hatte. 


Analyse. 
i.0,1361 g lufttr Subst. verloren bei 105° 0,0114 ¢ H,O. 
0,1245 g¢ bei 105° getr. Subst. gaben 0,1268 g AgBr. 
11.0,1061 2 lufttr. Subst. verloren bei 105° 0,0079 g H,O. 
0,0907 g bei 105° getr. Subst. gaben 0,0888g AgBr. 


0,1108g , 105° ,, ‘ o 0,0384 g Na,SQ,. 
111. 0,1879 g exsiccator-tr. Subst. gaben 0,1756 ¢ AgBr. 

0,1127 g 7" i ‘ 0,0402 g Na,SQ,. 

0,0911 g " - »  9,6cem N (17°, 764 mm). 


Nabr, 1 Glykokoll, 1'/, H,O: 
Ber. 8,78°/, 1 H,O 38,98°/, Br 11,21°/, Na 6,83°), N 
Gef.. J. 8,37 II. 7,44°/, III. 39,76 HiT. 11,55 Ill. 7,27 


NaBr, 1 Glykokoll, '/, H,O: 


Ber. 42,73°/, Br 12,30°/, Na 
Gef. I. 48,34 II. 41,29°/9 II. 11,21 
Atomverhiltnis: 


Il. Br: Na = 1,06: 1 
II. Be: Na: N = 1: 1,02 : 1,08. 

Die gleiche Verbindung erhilt man auch, wenn man 
Natriumbromid und Glykokoll im Molekularverhaltnis 3:1 (3 ¢ 
NaBr und 0,7 g Glykokoll) zur Auflésung bringt. Die Krystalli- 
sation muB dann aber aus stark eingeengter Lésung erfolgen, 
weil sich aus zu verdiinnter Lisung neben dem Additions- 
produkt auch freies Bromnatrium als Hydrat in Bblattchen 
abscheidet. 


Analyse. 


0,1380 g lufttr. Subst. verloren bei 105" 0,0113 g H,O. 

0,1144¢ bei 105° getr. Subst. gaben 0,1165¢ AgBr. 

01068 ¢ , 105° ,, ” a 0,0402 g Na SQ,. 

0,1082¢g ,, 105° ,, a 7,3 cem N (11°, 750,5 min). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiol. Chemie. CXXXITII. 3 
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Nabr, 1 Glykokoll, 1'/, H,O: 

Ber. 8,78°/, Get. 8,18°/, 1 HO. 
NaBr, 1 Glykokoll, fl, H,O: 

Ber. 42,73°/, Br 12,30°/) Na 17,49°/, N 

Gef. 48,34 12,30 8,00 
Atomverhiltnis: Na: Br: N = 1:1,01: 1,08. 


3. Di-Glykokoll-Natriumjodid. 
NaJ, 2NH, - CH,-COOH, H,0. 

Die Darstellung dieser Verbindung bietet Schwierigkeiten 
und gelingt nicht immer. Ist die Lésung der Komponenten 
nicht konzentriert genug, so krystallisiert im Exsiccator ein 
GGemisch der beiden Komponenten aus. Am besten verfihrt 
man folgendermaBen: Man versetzt das trockene Gemisch von 
0,2 g Glykokoll und 0,7g Natriumjodid mit einigen Tropfen 
Wasser, erwiirmt, fiigt wieder etwas Wasser hinzu, erwirmt 
weiter, und so fort, bis gerade eine klare Liésung entstanden 
ist. Dann stellt man die Lésung zur Krystallisation in einen 
Chlorcalcium-Exsiccator. Allmahlich krystallisieren feine Nadel- 
chen aus, die sich zu Rosetten zusammenlegen. Sie sind 
luftbestindig und spielend leicht in Wasser ldéslich. 

Analyse. 
0,2141 ¢ lufttr. Subst. verloren bei 115° 0,0135 g H,O. 
0,1016 g bei 115° getr. Subst. gaben 0,0239 g Na,SQ,. 


0,1340g¢ ,, 115° .,, . 0,1054 g AgCl. 
0,1486g ,, 115° ,, 12,leem N (19°, 753 mm). 
NaJ, 2 Glykokoll, 1 H,O: 
Ber. 5,67°/, Gef. 6,30°/, H,0. 
Wassertreie Verbindung: 
Ber. 7,66°/, Na 42,339, J 9,33°/, N 
Gef. 7,62 42,52 9,41 


4. Tetra-Glykokoll-Kaliumtrijodid. 
KJ,, 4 NH, + CH, - COOH. 

Man gibt zu molekularen Mengen von Kaliumjodid und 
Glykokoll (1,1g KJ und 0,5g Glykckoll) so viel Wasser, dab 
gerade Auflésung erfolgt; dann rihrt man 0,25 ¢ Jod ein, er- 
wiirmt die Lésung ganz schwach und iiberlaBt sie an freier 
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Luft der Krystallisation. Es scheiden sich, je nachdem ob die 
Krystallisation schneller oder langsamer vor sich geht, rotbraune 
bis dunkelrote Nadeln aus, die annahernd der Formel KJ,, 
4NH,-CH,-COOH entsprechen. 

Die Krystalle sind an der Luft bestaindig und sehen unter 
dem Mikroskop ganz einheitlich aus. 


Analyse. 
|. 0,1842 g lufttr. Subst. gaben 12,7 ccm N bei 22,5° und 758 min. 
0,1188¢  ,, : as 0,0149 g K,SO,. 
0,1483¢  ,, ., verbrauchten 3,71 cem ?/,,n Na,S.QOg. 
0,1306¢ —,, “ i 3,31 ecm '/,, n Na,S,Ox. 
Il. 01697 ¢g ,, = gaben 11,5eem N (23°, 754 mm). 
0,0905 2 és ss 0,0112 g K,SO,. 
),0960g  ,, ,  verbrauchten 2,49 cem '/,, n Na,S,O3. 
Olillg ,, . ‘a 2,84 cem 4/,,n Na,&,O,. 
KJ, J., 4 CH,(NH,)COOH: 
Ber. §,48°/, K 17,78°/, N 35,26°/, freies J 
Gef. I. 5,68 7,94 31,75 82,13"), 
Il. 5,55 1,75 32,92 32,47 


Alle Versuche, eine analoge Verbindung von Glykokoll 
wit Natriumperjodid darzustellen, verliefen ohne Erfolg. 


5. Di-Glykokoll-Calciumchlorid. 
CaCl,, 2 NH,-CH,-COOH, 4 H,0. 

Uber die Darstellung dieser Verbindung siehe auch die 
Angaben Zs. physiolog. Chem. Bd. 85, 8. 22. Eine abgeinderte 
Darstellungsweise ist die folgende: Kine Lésung von 0,5 g 
Glykokoll und 4,5 g Calciumchloridhexahydrat (Molekular- 
verhiltnis 1:3) in 10 ccm Wasser wird in der Kalte mit 100 ccm 
absolutem Alkohol versetzt. Aus der gut durchgeschiittelten 
Lésung scheiden sich allmihlich lange, durchsichtige, farblose 
Prismen ab. 


Analyse. 
I. 0,1088 g lufttr. Subst. verloren bei 130° 0,0222 g H,O. 
0,1088 g__,, »  gaben 0,0946 g AgCl. 
1]. 0,1088¢ »  verloren bei 130° 0,0228 g H,O. 
0,1086¢ ,, »  gaben 0,0923 g AgCl. 
CaCl,, 2 CH,(NH,)COOH, 4 H,0: 
Ber. 21,29°/, Cl 21,62°/, H,O 
(ref. I. 21,51 IT. 21,02, I. 21,49 II. 20,96" , 
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6. Di-Glykokoll-Calciumbromid. 
CaBr,, 2 NH,-CH,-COOH, 4H,0. 

Diese Verbindung ist schon bekannt. Sie ist bisher durch 
Kindunsten einer wiBrigen Lésung der Komponenten gewonnen 
worden; sie laBt sich auch leicht nach der ,,Alkohol-Methode« 
erhalten. 

Kine heibe Lésung von 0,1 g Glykokoll und 2,8 g Calcium- 
bromidhexahvdrat (Molekularverhiltnis 1:7) in 2ccm Wasser 
wird mit 25 ccm absolutem Alkohol versetzt, gut durch- 
geschiittelt und in geschlossenem GefaiB bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen. Nach 12 Stunden, manchmal auch spiter, 
scheiden sich lange, durchsichtige Prismen ab, die bei langerem 
Stehen zentimeterlang werden. 

An der Luft sind die Krystalle vollkommen haltbar. Aut 
dem Platinspatel erhitzt,schmelzen sie zu einer klaren Fliissig- 
keit. Beim Erhitzen im Capillarrohr auf 115—120° werden 
die durchsichtigen Krystalle matt und verlieren den gréBtev 
Teil ihres Wassergehaltes. Liangeres Erhitzen auf 160° hat 
nur eine geringe weitere Gewichtsabnahme zur Folge. 


Analyse. 
I. 0,0823 g lufttr. Subst. gaben 0,0264 g CaSQ,. 
00577 ¢ — ,, > »  0,0500g AgBr. 
II. 0,1377g __,, 9 verloren bei 120° 0,0211g¢ an Gewicht, 


dann bei 160° noch weitere 0,0004 g. 
II. 0,0470 g bei 140° getr. Subst. gaben 0,0186 g CaSQ,. 


il. 0,0668g ,, 140° ,, ‘ »  0,0684 ¢ AgBr. 
CaBr,, 2 Glykokoll, 4 H,O: 
Ber. 17,07°/, H,O 9,49°/, Ca 37,859/, Br 
Gef. II. 15,32 I. 9,44 I. 36,87 
Wasserfreie Verbindung: 
Ber. 11,44°/, Ca 45,66"), Br 
Gef. II. 11,64 IT. 43,57 


Atomverhiltnis: 
I. Ca: Br = 1: 1,95. 
II. Ca: Br = 1: 1,87. 


Wie aus den Analysenresultaten hervorgeht, wird beim 
Krwirmen der Verbindung durch Bromwasserstoffabgabe etwas 
basisches Salz gebildet. 
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7. Tri-Glykokoll-Calciumbromid. 
CaBr,, 3 NH, -CH, - COOH. 

Die Darstellung dieser Verbindung gelingt nur dann, wenn 
man sich eng an folgende Arbeitsweise halt: Man kihlt die 
heiBe Lésung von 0,1 g Glykokoll und 2,8 g Calciumbromid- 
hexahydrat (Molekularverhaltnis 1:7) in 2ccom Wasser auf 30° 
ab, gibt 25ccem absoluten Alkohol hinzu, schiittelt gut durch 
und lift die Lésung im geschlossenen GefiB& bei Zimmertempe- 
ratur stehen. Nach einigen Stunden scheiden sich durchsichtige 
Blittchen ab, die sich schon duBerlich vollkommen von der 
Di-Glykokollverbindung unterscheiden und die Zusammensetzung 
CaBr,, 3 NH,+CH,-COOH haben; sie krystallisieren wasserfrei, 
sind luftbestiindig und lésen sich spielend leicht im Wasser. 
Auf Platinblech erhitzt verkohlen sie, ohne vorher zu schmelzen. 

Analyse. 

I 0,1736 g verloren bei 115° 0,0008 g an Gewicht. 
0,0766 g bei 115° getr. Subst. gaben 0,0255 g CaSQ,. 
0,0925¢ , 115° ,, ” s 0,0812 g AgBr. 

I] 0,1414 g lufttr. Subst. verloren bei115° 0,0006 g H,O. 

0,0635 g bei 115° getr. Subst. gaben 0,0550g AgBr. 


W0767g 4 115° ,, 4  y 0,0248¢ CaSO, 
CaBr,, 3 Glykokoll: 
Ber. 9,42°/, Ca 37,60°/, Br 
Gef. I 9,79 I. 37,85 
Il 9,51 IT. 36,86 


Atomverhiiltnis: 
I. Ca: Br = 1: 1,91 
II. Ca: Br = 1: 1,94. 
8. Di-Glykokoll-Calciumjodid. 
CaJ,, 2H,N-CH,-COOH, 3H,0. 
Man lést Calciumjodid?) und Glykokoll im Molekular- 
verhiltnis 1:1 (2,7 g Calciumjodidhexahydrat und 0,5g Glyko- 
') Darstellung von Calciumjodidhexahydrat durch Neutralisieren 
von Jodwasserstoffsiiure mit Calciumcarbonat. Auskrystallisierenlassen 
der Lésung im CaCl,-Exsiccator. Lange, fast farblose Nadeln. 
0,1871 g Subst. gaben 0,2173 g AgJ. 


0.21385 ¢ ,, » 9,0300 g CaO. 
CaJ,, 6H,0: 


Ber. 9,96°/, Ca 63,14), J 
Gef. 10,04 62.78 
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koll) oder 1:'/, (2,7 g Calciumjodidhexahydrat und 0,25 x 
Glykokoll) in wenig Wasser, dampft die Lésung auf dem 
Wasserbade weitgehend ein und 1laBt sie an freier Luft er- 
kalten. Es scheiden sich durchsichtige, spréde Prismen ab von 


der Zusammensetzung CaJ,, 2Glykokoll 3H,O. 


Die Krystalle geben beim Erhitzen auf 140° 2 Molekiile 
Wasser ab. Es gelingt nicht, auch nicht durch Erhitzen auf 
160°, das letzte Molekiil Wasser auszutreiben. Die Analysen 
der bei 140° getrockneten Krystalle stimmen auf ein Mono- 
hydrat. 

Analyse. 

I. 0,1051 g Subst., bei 140° getr., gaben 0,1069 g AgJ. 

0,1205 g ‘i i ae. <e » 6,2 cem N (23°, 760 mm). 

Il. 0,2088 g lufttr. Subst. verloren bei 140° 0,0194 g H,O. 

0,2876 ¢ —,, Z , 140° 0,0284 g¢ H,O. 

0,1899 g Subst., bei 140° getr., gaben 0,1985 g AgJ. 

0,0999¢ ,, ,, 140° , ,, 0,0125¢ Cad. 

0,0989 gs, oa ~~ » 5,0 ecem N (20° 753,5 mm). 


CaJ,, 2 Glykokoll, 3H,O: 


Ber. 10,35°/, 2H,O 

Gef. Il. 9,29 IT. 9,87°, 

Ber. 54,98°/, J 6,06°/, N 8,67°/, Ca 
Gef. I. 54,98 5,95 — 
II. 55,08 5,84 8,94 
Atomverhiltnis: 
I. N:J = 1:1,01. 
II. Ca:J:N = 1:1,94:1,87. 


Die gleiche Verbindung ist vor kurzem von H. King und 
A. D. Palmer?) beschrieben worden; sie bildet nach ihnev 
groBe Tafeln. Nach W. Spitz?) besitzt das Additionsprodukt 
nur 2 Molekiile Wasser. Seine Angabe, da Silbernitrat aus 
der waBrigen Liésung der Verbindung das Jod nicht vollstindig 
ausfallt, kénnen wir nicht bestatigen. Das Filtrat des Jod- 
silberniederschlags erwies sich als véllig jodfrei. 


’) Chem. Zbl. 1921, I, 10. 
*) D. R. P. 318343 KI. 12q. 
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9. Tetra-Glykokoll-Calciumjodid. 
CaJ,, 4NH,-CH,-COOH. 

Kine Lésung von Calciumjodidhexahydrat und Glykokoll 
Molekularverhiltnis 1:2,5) in wenig Wasser wird auf dem 
Wasserbade so stark eingeengt, daB ziemlich schnell nach 
dem Erkalten die Krystallisation einsetzt. Es scheiden sich 
in guter Ausbeute asbestartige Nadeln ab, die sich schon 
juBerlich vollkommen von der Di-Glykokollverbindung unter- 
scheiden und die Zusammensetzung CaJ,, 4Glykokoll haben. 
Die Krystalle sind wasserfrei, an der Luft bestindg und leicht 
léslich in Wasser. 

Analyse. 
0,2268 g lufttr. Subst. verloren bei 125° 0,0008 g H,O. 
0,1157 g bei 125° getr. Subst. gaben 0,0915 g AgJ. 


0,0978 g , 125° _,, ‘ 5, 90,0097 g CaO. 
CaJ,, 4 Glykokoll: 
Ber. 6,74°/, C 42,72, J 
Gef. 7,08 42,75 


Atomverhiltnis: Ca:J = 1:1,90. 

Die gleiche Verbindung wird auch erhalten, wenn man eine 
konzentrierte waBrige Lésung von Calciumjodid und Glykokoll 
Molekularverhialtnis 1:4) zur Krystallisation stehen laBt. 

Analyse. (Vor der Analyse wurde die Substanz bei 110—120" 
getrocknet; sie gab kein Wasser ab.) 

1. 0,1041 g Subst. gaben 0,0832 g AgJ. 


0,1095 g___s,, » 90,0109 g CaO. 
Il. 01013 ¢ ___,, » 90,0795 g AgJ. 

0,1005 ¢ _,, » 90,0093 g CaO. 

4,751 mg ,, » 09,8382 cem N (11°, 769 mm). 
CaJ,, 4 Glykokoll: 

Ber. 6,74°/, Ca 42,72), J 9,44°/, N 

Gef. I. 7,11 43,20 — 

Il. 6,61 42.44 9,78 

Atomverhiltnis : 


I. Ca:J = 1:1,90. 
II. Ca:J:N = 1:2,02: 4,20. 


10. Tetra-Glykokoll-Strontiumjodid. 
SrJ,, 4NH,-CH,-COOH. 
Man dampft eine wiBrige Lésung von Strontiumjodid und 
(slykokoll, welche die Komponenten im Molekularverhiltnis 1:2 
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(Substanzprobe I) oder 1:4 (Substanzprobe Il) enthilt, auf dem 
Wasserbade zur Krystallisation ein. Es scheiden sich schine. 
asbestartige, seidenglinzende Nadeln ab, die auf Ton gut ab- 
gepreBt und im Exsiccator gut getrocknet werden. Die Kry- 
stalle sind wasserfrei; sie geben beim Erhitzen auf 130° kein 
Wasser ab. Bei 240° sind sie noch nicht geschmolzen. 


Analyse. 
I. 0,1100 g Subst. gaben 0,0810 g AgJ. 
0,0845 ¢ » 0,0081 g SrCO,. 
I]. 01178 g ,, »  0,0861 g AgJ. 
0.1096 gs, ; 90,0801 g AgJ. 
0,2206¢ — ,, »  0,0500 g SrCQ,. 
8,69 mg __,, » 0,613 cem N (12°, 761 mm). 
SrJy, 4 Glykokoll: 
Ber. 13,66°/, Sr 39,575 J 8,74°/, N 
Get. I. 13,94 39,81 — 
I]. 13,46 39,51 8,47 


3950 


11. Tetra-Glykokoll-Bariumjodid. 
BaJ,, 4NH,-CH,-COOH. 

Bariumjodid wurde durch Versetzen einer wibrigen Lésung 
von Bariumhydroxyd mit Jod, Einleiten von Schwefelwasser- 
stoff und Eindampfen der filtrierten Lésung bis zur Krystal- 
lisation erhalten. Die Analyse der Krystalle stimmte auf die 
Formel BaJ,, 7H,0. 

0,3348 g Subst. gaben 0,3012 g AgJ. 

BaJ,, 7H,0: 

Ber. 49,08 °/° Gef. 48,63°, Jod 

Beim vorsichtigen EKindampfen einer wiBrigen Lésung vou 
Bariumjodid und Glykokoll (molekulares Verhiltnis 1:4) wurde 
1 Gemisch von feinen asbestartigen, seidigen Nadeln und 
kérnigen, glinzenden Krystallen erhalten; letztere bestanden 
aus fast reinem Glykokoll. Als das Molekularverhiltnis = 1:2 
gewihlt wurde, schieden sich zwar einheitliche Krystalle aus, 
jedoch erstarrte beim Abpressen der Krystalle auf Ton die 
Mutterlauge zu einer harten krystallinischen Masse, aus der 
die gesuchte Verbindung nicht rein isoliert werden konnte. 

Am besten verfihrt man zur Darstellung der reinen Addi- 
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tionsverbindung folgendermaBben: Man list Bariumjodid und 
Glykokoll im Molekularverhiltnis 1:1 in wenig kaltem Wasser 
und versetzt das Filtrat bis zur schwachen Triibung mit 
absolutem Alkohol. Nach langerem Stehen scheiden sich farb- 
lose, glinzende, fasrige, facherférmig angeordnete Nadeln ab, 
die auf Ton an der Luft getrocknet werden. Die Krystalle 
verlieren beim Erhitzen auf 100—120° kein Wasser. 


Analyse. 
0,0817 g Subst. gaben 0,0557 g Ag. 
O1188 ¢ ,, ,  0,0400 g BaSQ,. 
t413mg ,, » 0,805 eem N (13°, 764 mm). 
BaJ,, 4+ Glykokoll: 
Ber. 19,87°/, Ba 36,72°/, J $,12°/, N 
Gef. = 19,89 86,85 4,29 


12. Di-Glykokoll-Magnesiumbromid. 
MgBr,, 2NH,-CH,-COOH, 2H,0. 

Die Verbindung krystallisiert aus einer wibrigen Lésung 
yon 0,75 g Glykokoll und 1,5 g Magnesiumbromid in kleinen, 
farblosen, eckigen Krystallen. Trocknen der Krystalle auf Ton 
im CaCl,-Exsiccator. Bei 100—110° wird kein Wasser ab- 
cegeben. 

Analyse. 
Subst. verbrauchten 2,65 cem '/,, n-AgNOs. 
- 2,15 cem */,, n-AgNO,. 
gaben 0,0430 g Mg,P,O,. 
13,0 cem N (21°, 748 mm), 


MeBr,, 2 Glykokoll, 2H,O: 


U,0495 
0.0399 
0,1439 
0,1888 


oO 
5 


ae Te 


S2 


Ber. 6,569), Mg 43, 18 °/, Br 7,56°/, N 
Gef. 6,53 3,05 7,86 
43,06 


13. Di-Glykokoll-Magnesiumjodid. 
MgJ,, 2NH,-CH,-COOH, 2H,0. 

Darstellung des Magnesiumjodids aus Magnesiumpulver 
und Jod unter Zusatz von etwas Wasser; Eindampfen der 
filtrierten Lésung zur Krystallisation; Trocknen der Krystalle 
auf Ton iiber Chlorcalcium. Die Analyse stimmte aut die 
Formel: MgJ,, 8H,O. 
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0,1490 g Subst. gaben 0,1659 g AgJ. 
Ber. 60,12°/, Cef. 60,18°/, J 

Aus einer wiBrigen Lésung von Magnesiumjodid und 
Glykokoll (molekulares Verhiltnis 1:4) scheiden sich zuniichst 
kleine, klare Krystalle von fast reinem Glykokoll aus. Das 
reine Additionsprodukt krystallisiert aus einer waBrigen Lésung, 
welche die Komponenten im Molekularverhiltnis 1:2 (Probe |) 
oder 1:1 (Probe II) enthilt. Es bildet schwach glinzende, 
derbe, eckige, Krystalle, die sich auf Ton allmahlich etwas 
rosa farben. 


Analyse. 
I. 0,0923 g Subst. gaben 0,0931 g AgJ. 
0,1256¢ ,, »  0,0289 g Mg,P,0O,. 
14,135 mg _,, = 0,740 ecem N (18°, 752 mm). 
I]. 0,0480g¢ _ ,, » 90,0490 g AgJ. 
MgJ,, 2 Glykokoll, 2 H,O: 
Ber. 5,24°/, Mg 54,68, J 6,04°/, N 
Gef. I. 5,03 54,52 6,07 
i. — 55,18 — 


14. Di-Glykokoll-Zinkchlorid. 
ZnCl,, 2NH,-CH,-COOH, 2H,0. 

LaBt man eine wiiBrige Lésung von 1 g Glykokoll und 
1,65 g Zinkchloridhydrat (molekulares Verhiltnis 2:1) an der 
Luft verdunsten, so scheiden sich allmihlich einheitlich aus- 
sehende, durchsichtige, farblose, kompakte Krystalle aus, die 
gut auf Ton abgepreBt und im CaCl,-Exsiccator getrocknet 
werden. Die Krystalle sind etwas hygroskopisch; sie schmelzen 
bei 81—90°. Beim Erhitzen verlieren sie ihren Wassergehalt. 


Analyse. 
Il. 0,1610 g Subst. gaben 0,1455 g AgCl. 
0,1670g  ,, “ 0,0416 g ZnO. 
01657 ¢  ,, » 12,8 cem N (18°, 750 mm). 


0,2001 gz  ,,  verloren bei 100—110° 0,0212 g H,O. 
Il. 0,0960 g _,, verbrauchten 6,05 cem '/,, n-AgNQ,. 
0,1490 g  ,,  gaben 0,0380 g ZnO. 
ZnCl,, 2 Glykokoll, 2 H,O: 
Ber. 20,22°/, Zn 22,04°/, Cl 38,68°/, N= 11,17%) H,O 
Gef. I. 20,01 22,34 8,94 10,60 
HI. 20,49 22,35 —_ — 
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a 
15. Di-Glykokoll-Zinkbromid. ‘ 
: ZnBr,, 2NH,-CH,-COOOH, 2H,0. d 
d : Entsteht aus einer wiBrigen Liésung von 0,75 g Glykokoll a 
st : und 1,2 g Zinkbromidhydrat (Molekularverhiltnis etwa 3:1) in 
is ‘ langen, strahlenfoérmig angeordneten, farblosen Nadeln. Der 
5,  Schmelzpunkt der auf Ton gut abgepreBten, neben CaCl, ge- 
1)  trockneten Krystalle liegt bei 65—75°. Beim Erhitzen ver- 
é, [ liert die Verbindung ihren Wassergehalt. 
SF Analyse. 
I. 0,1043 ¢ Subst. verbrauchten 5,05 ccm ',,, n-AgNO,. 
0,1581¢ _ _—s«, gaben 0,0309 g¢ ZnO. 
01512¢ ,, " 9,2 cem N (21°, 741 mm). 
0,1140¢ ,, verloren beim Erhitzen bis zur Gewichtskon- 
stanz auf 100—120° 0,0088 g H.0O. 
Il. 0,1351 g Subst. verbrauchten 6,55 eem 14/,, n-AgNO,- 
ZnBr,, 2Glykokoll, 2H,0O. 
Ber. 15,90°/, Zm = 38,86°/, Br 6,82°/, N 8,75, H,O. 
Gef. I 15,70 et 38,69 » I 38,75 6,88 _,, 1,72 
16. Tetra-Glykokoll-Zinkjodid. ie 
ZnJ,, 4NH,-CH,-COOH, 2H,0. - 
Man lést Zinkjodid und Glykokoll im molekularen Ver- ot 
hiltnis 1:4 in méglichst wenig Wasser und laBt die Lésung [ 
; zur Kristallisation stehen. Es scheiden sich centimetergrofe, ; 
: tafelférmige, klare, farblose Krystalle ab, die véllig luftbestiandig 
é sind und bei 65—70° schmelzen. 
‘ Analyse. 
| 0,1132 g Subst. gaben 0,0815 g AgJ, 
ng 0,2140 ¢__,, ,  0,0569 g Zn(NH,)PO,, 
. & 4,780 mg, , 0,358 com N (129, 763 mm), 
0,1299 g_is,, , bei etwa 80° einen Gewichtsverlust von 


0,0078 g H,O. 
ZnJ,, 4Glykokoll, 2 H,O. 
Ber. 9,989, Zn 38,749, J 8,56, N 5,499), HO. 
Gef. 9,75 , 38,92 , 899 , 6,00. 
17. Tri-Glykokoll-Lanthanchlorid. 
LaCl,, 3NH,-CH,-COOH, 3H,0. 
Diese Verbindung ist schon von P. Pfeiffer und J. v. Mo- 
delski?) dargestellt worden. Es sei hier hinzugefigt, dai der 





') Diese Zs. Bd. 85, S. 25 (1918). 
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Kissigsiurezusatz zur Kristallisation nicht notwendig ist. May 
verfihrt zu ihrer Darstellung zweckmifig folgendermaBen. 
Kine Lésung von 0,5 g Lanthanchlorid-heptahydrat und 0,3 ¢ 
(tlykokoll (molekulares Verhialtnis 1:3) wird auf dem Wasserba( 
weitgehend eingeengt und zur Kristallisation an freier Lut 
stehen gelassen. Es scheiden sich durchsichtige, spréde, pris- 
matische Nadeln ab von der Zusammensetzung LaCl,, $Gly- 
kokoll, 3H,O. 
Analyse. 
0,2225 g lufttr. Subst. verloren bei 130° 0,0228 ¢ H,O. 
0,1946 g getr. »  gaben » 130° 0,1771 g AgCl. 
LaCl,, 3Glykokoll, 3H,O Ber. 10,30°/, HO  Gef. 10,24°/, H,0 
Wasserfreie Verbindung Ber. 22,60°/, Cl Gef. 22,51°/, Cl. 
In sehr reinem Zustand erhalt man die ‘T'ri-Giykokoll. 
verbindung auch dadurch, daB man 0,5 g¢ Lanthanchlorid- 
heptahydrat und 0,3 g Glykokoll auf dem Wasserbad in 2 cem 
Wasser lést und in die auf 30° abgekiihlte Lésung so viel 
absoluten Alkohol gibt, daB nach mehrmaligem Umschwenken 
des GefiBes gerade eine bleibende Triibung entsteht; es kristalli- 
sierten dann allmiihlich schéne, durchsichtige, prismatische 
Nadeln aus, die sich zu flachen Rosetten zusammenlegen. 
Analyse. 
0,1787 g lufttr. Subst. verloren bei 130° 0,0186 g H,O, 
0,0644 g getr. »  gaben 0,0585 g AgCl. 
LaCl,, 3Glykokoll, 3H,O Ber. 10,30°/, H.O Gef. 10,40°), H,0 
Wasserfreie Verbindung Ber. 22,60°%/, Cl Gef. 22,479/, Cl. 
Die Versuche, Verbindungen zwischen Lanthanchlorid und 
Glykokoll mit einem héheren Atomverhiltnis als 1: 3 her- 
zustellen, verliefen negativ. So scheidet sich aus einer wib- 
rigen Lésung von Lanthanchlorid und Glykokoll, welche die 
Komponenten im Molekularverhiltnis 1:4 enthilt, beim Ver- 
dunsten wiederum die Tri-Glykokollverbindung aus. Nimmt 
man einen noch gréferen Uberschu8 an Glykokoll, so erhiilt 
man Kristalle, die sich von der sirupésen Mutterlauge nicht 
restlos befreien lassen. Auch Alkoholzusatz fihrt nicht zum 
Ziel. Als eine wiBrige Lésung von Lanthanchlorid und Gly- 
kokoll mit dem Molekularverhiltnis 1:6 mit absolutem Alkoho! 
versetzt wurde, schieden sich glinzende, blittchenférmige Nadel 
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ab, die sich zu Sternen zusammenlegten; sie bestanden aus 


fast reinem Glykokoll. 


18. Negative Versuche. 
Ks gelang trotz zahlreicher Versuche nicht, Glykokoll mit 
NaCl, NaJ +J,, KJ, N(CH,), Br, N(CH,),J, N(C,H,),J, N(C,H,),H, Br 


su Vvereinigen. 


b) Alaninverbindungen. 


l. Mono-Alanin-Lithiumbromid. 


LiBr, NH,-CH(CH,)-COOH, 1H,0. 


Zur Darstellung dieser Verbindung engt man eine Lésung, 
welche die Komponenten im Mengenverhiltnis 2:1 (Lithium- 
bromid: d,l-Alanin) enthalt, auf dem Wasserbade weitgehend 
ein und iiberlaBt sie dann an freier Luft der Krystallisation. 
Ks scheiden sich feine, durchsichtige, prismatische Nadeln aus, 
die sich zu Rosetten zusammenlegen. Sie werden zwischen 
2 Tonplatten abgepreBt und an der Luft getrocknet. 


Analyse. 
0,1040 ¢ lufttr. Subst. verloren bei 130° 0,0100 g H,O. 
01116¢ _,, .  gaben 0,1087 g AgBr. 
0,0940 gs, i a 0,0260 g Li,SO,. 
LiBr, 1 Alanin, 1H,O 
Ber. 9,28°/, H,O 41,18°/, Br 8,57°/,. Li. 
Gef. 9,61 : 41,45, 3,49.  ,, 


2. Mono-Alanin-Lithiumjodid. 
LiJ, NH,-CH(CH,)-COOH, nH,0O. 


Man engt eine Lésung von 2 Molen Lithiumjodid und 1 Mol 
djl-Alanin bis zur Bildung eines Krystallhiutchens auf dem 
Wasserbade ein. Mit einem Tropfen Wasser bringt man die 
gebildeten Krystiillchen wieder in Lésung und 1laBt nun die 
Hliissigkeit an freier Luft erkalten. Es krystallisieren kleine, 
durchsichtige, zu Rosetten angeordnete Nadeln aus. Sie werden 
zwischen 2 Tonplatten von der Mutterlauge abgepreBt und zur 
Analyse bei 130° getrocknet. 
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Analyse. 
0,1083 g bei 130° getr. Subst. gaben 0,0272 g Li,SO,. 
LiJ, 1 Alanin Ber, 3,14 °/) Li Gef. 3,179), Li. 


3. Negative Versuche. 


Ks wurde vergeblich versucht, NaJ, KBr, KJ, MgCl,, BaC, 
an d,l-Alanin anzulagern. 


c) Sarkosinverbindungen. 
l. Mono-Sarkosin-Lithiumchlorid. 


LiCl, CH,-NH-CH,-COOH, 1H,0. 


Man lost 0,4 g Lithiumchlorid (wasserfrei) und 0,4 g Sarkosin 
(Molekularverhiltnis 2:1) in Wasser und dampft die Lésung 
auf dem Wasserbade bis zur Bildung eines Krystallhiutchens 
ein. Dann bringt man dieses Hiutchen durch einen T'ropfen 
Wasser wieder in Lésung und iiberla&t die Lésung an freier 
Luft der Krystallisation. Es scheiden sich prismatische, spréde, 
durchsichtige Nadeln aus, die an der Luft vollkommen be- 
stiindig sind. Nimmt man einen gréBeren UberschuB an 
Lithiumcblorid, so werden die Krystallnadeln zwar gréBer und 
schéner, sie sind dann aber weniger rein. 

Analyse. | 
0,0518 g lufttr. Subst verloren bei 120° 0,0064 g an Gewicht, 


0,0454 g bei 120° getr. Subst. gaben 0,0196 g Li,SO,, 
0,1017g , 120° ,  ,, . 0.1130 g AgCl. 
LiCl, 1Sarkosin, 1H,O 
Ber. 12,04°/, HO — Ge. 12,35°/, Cl. 
Wasserfreie Verbindung 
Ber. 26,979/, Cl 5,82, Li.  Gef. 27,48°/, Cl 5,45°/, Li. 
Atomverhiltnis: Li: Cl = 1,01: 1. 


2. Mono-Sarkosin-Lithiumbromid, 
LiBr, CH,-NH-CH,-COOH, H,0. 

Die Darstellung dieser Verbindung entspricht ganz der des 
Mono-Sarkosin-Lithiumchlorids. Nur wihlt man das Molekular- 
verhiltnis in diesem Fall zweckmiBig = 11/,: 1. Es scheiden 
sich prismatische, spréde, durchsichtige Nadeln aus, die an 
der Luft bestindig sind. Auch in diesem Falle wird bei 
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| Erhohung des Molekularverhiltnisses auf 4:1 ein unreineres 
| Produkt erhalten. 
3 Analyse. 
Probe I. (4:1)  0,1048 g lufttr. Subst. verl. bei 140° 0,0112 g H,O. 
0,0931 g bei 140° getr. Subst. gaben 0,1012 g AgBr. 
| ,, IL (1"/,:1) 0,1071 g lufttr. Subst. verl. bei 140° 0,0111 g H,O. 
CI, 3 0,0957 g bei 140° getr. Subst. gaben 0,1018 g AgBr. 
j 0,0902 ¢ ,, 140° ,, ,, » 00,0283 gLi,SO, 
LiBr, 1 Sarkosin, 1 H,O 


Ber. 9,28°/, H,O Gef. I. 10,69°/, Gef. II 10,36°), 
Wasserfreie Verbindung 
Ber. 45,43°/, Br 3,98°/, Li 
Gef. I 46,26 ~— 
sin II 45,27 3,96. 
ing 3 Atomverhaltnis Probe II: Li: Br = 1: 1,00. 
i : 3. Mono-Sarkosin-Lithiumjodid. 
“_ LiJ,CH,-NH-CH,-COOH, 1'/,H,0. 
- ; Zur Darstellung dieser Verbindung nimmt man zweck- 
a _ waBig Lithiumjodid und Sarkosin im Molekularverhiltnis 2: | | 
an @ Ud verfahrt im iibrigen so wie unter 1. angegeben ist. Auch | 
me ' hier werden wieder prismatische, spréde, durchsichtige, an der 
_ Luft bestandige Nadeln erhalten. 
Analyse. 
0,1230 g lufttr. Subst. verloren bei 140° 0,0129 g H,O. 
0,1017 g bei 140° getr. Subst. gaben 0,1070 g AgJ, 
Oste , 10° »  -» . 0,0279 g Li,SO,. 
LiJ, 1Sarkosin, 1'/,H,O Ber. 10,80°/, H,O Gef. 10,49°/, H.O 
Wasserfreies Salz 
Ber. 56,959/, J 314°), Li. 
Gef. 56,87 ,. 3,21 
4. Mono-Sarkosin-Natriumchlorid. 
NaCl, CH,-NH-CH,-COOH, 1H,0. 
| Kngt man eine Lésung der Komponenten, die einen Uber- 
les fg schuB an Kochsalz enthilt, auf dem Wasserbade etwas ein, so 
1. {— krystallisiert freies Kochsalz aus. Ist Sarkosin im UberschuB 
en (fg VYorhanden, so bilden sich auch nach mehreren Tagen an freier 
an Luft keine Krystalle. Dampft man solche Lésungen auf dem 


ei [e WVasserbad weitgehend ein, so erstarren sie beim Abkihlen 
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meist zu eimer schneeweiben Masse. Ks ist mir nur ein einziges 
Mal gegliickt, eine reine Additionsverbindung zu fassen. Die 
Arbeitsweise war folgende: Die Komponenten wurden im Mole. 
kularverbiltnis 1:2 in Wasser gelést; dann wurde die Liésung 
bis zum diinnen Sirup auf dem Wasserbade eingedampft. Nac; 
1 Tage bildeten sich in der sirupésen Fliissigkeit durch- 
sichtige, spréde Prismen. Die Mutterlauge wurde im Schiilche) 
weitgehend mit Filtrierpapier von den Krystallen abgetuptt: 
dann wurden die Krystalle zwischen Filtrierpapier abgepret 
und an freier Luft zwischen Ton getrocknet. 
Analyse. 

0,0976 g lufttr. Subst. verloren bei 120° 0,0124 g H,0. 

0,0729 g bei 120° getr. Subst. gaben 0,0715 g AgCl. 

0,0445 g ,, 120° ,, s re 0,0211 ¢ Na,SQ,. 

NaCl, 1 Sarkosin, 1 H,O. 


Ber. 10,87°/, Gef. 12,70°/, H,O. 
Wasserfreies Salz. 
Ber. 24,04°/, Cl 15,59°/, Na. 
Gef. 24,26 15,35 


5. Mono-Sarkosin-Natriumbromid. 
NaBr, CH,-NH-CH,-COOH, H,0. 

Man dampft eine wiBrige Lésung von 0,5 g Natriumbroimud 
und 0,4 g Sarkosin (Molekularverhiltnis 1:1) auf dem Wasser- 
bad bis zur Bildung eines Krystallhéutchens ein, lést dieses 
mit 2 Tropfen Wasser wieder auf und labt die Lésung an 
freier Luft krystallisieren. Es scheiden sich lange, spréde, 
durchsichtige Prismen ab, die an der Luft bestindig sind. 
Auf 130° erhitzt, werden die Krystalle matt und verliere 


ihren Wassergehalt. 
Analyse. 


0,1221 g lufttr. Subst. verloren bei 130° 0,0103 g H,O. 


0,1162¢ ,, = a » 130° 0,0104 g HU. 
0,0945 g bei 130° getr. Subst. gaben 0,0925 g AgbBr. 
0,1020¢g , 130° , , ,  0,0370 g Na,SO,. 
NaBr, 1 Sarkosin, 1 H,O. 
Ber. 8,57°/, Get. 8,44°/,, 8,95°/, HO. 
Wassertreies Salz. 
Ber. 41,64°/, Br 11,98°/, Na 
Gref. 41,66 11,74 
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a 6. Mono-Sarkosin-Natriumjodid. 
‘= . NaJ, CH,-NH-CH,-COOH, 1H,0. 
i Man stellt eine wiBnge Liésung gleichmolekularer Mengen 
Jer beiden Komponenten zur Krystallisation in einen CaCl,- 
Exsiccator. Es scheiden sich allmahlich lange, durchsichtige 
| Prismen ab, die an der Luft vollkommen bestindig sind. 
vt & Analyse. 
0,2944 g lufttr. Subst. verloren bei 115° 0,0211 g H,O. 
0,2299 g_sé, ~ 4 » 115° 0,0164 g H,O. 
0,1342 g bei 115° getr. Subst. gaben 0,1328 g AgJ. 
Cites , Wi" ~~ > » 5,0 cem N (20,5°, 759 mm). 
NaJ, 1 Sarkosin, 1 H,0. 
Ber. 7,00 °/, Gef. 1,17°,, 7,18°/, H,0. 
Wasserfreie Verbindung. 
Ber. 53,08°/, J 5,869/, N 
Gef. 53,49 5,94 


7. Tri-Sarkosin-Kaliumperjodid. 
K(J,), 3CH,-NH-CH,-COOH. 

Man versetzt 0,86 g Jodkalium und 1 g Sarkosin mit 
so viel Wasser, daB beim Verreiben gerade eine klare Lésung 
entsteht, rihrt 0,5 ¢ Jod ein, erwirmt die Liésung schwach 
und iiberliBt sie an freier Luft der Krystallisation. Es scheiden 
sich bei schneller Krystallisation braunrote, bei lingerem 
Stehen dunkelrote, lange Nadeln ab; sie werden auf Ton an 
der Luft getrocknet. 
 ) & Analyse. 
nd. I. 0,1043 g lufttr. Subst. gaben 0,0110 g K,SO,. 
ren 0,1308 g sy, " » 6,2 cem N (20°, 754 mm). 

If. 0,1100g _,, ‘i » 90,0117 g K,SO,. 
0,1124g sy, ” » 9,3 cem N (14°, 762 mm). 
II. 0,1049 g __,, ‘ » 95,1 com N (19°, 754 mm). 
KJ,, 3 Sarkosin. 
Ber.  4,809/, K 5,17°/, N 
Gef. 14,73, IL. 4,77 I. 5,47 II. 5,62 II. 5,64. 


8. Di-Sarkosin-Magnesiumchlorid. 
MgCl,, 2CH,-NH-CH,-COOH, 2H,0. 
Man lést 1 g Magnesiumchloridhexahydrat und 1 g Sarkosin 


in méglichst wenig Wasser. Nach langerem Stehen krystalli- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXIII. 4 
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siert die gesuchte Verbindung in kleinen, glainzenden Krystal). 
blittchen aus, Die Krystalle werden zwischen Filtrierpapie; 
und dann zwischen Tonplatten gut abgepreBt und im Catc).. 
Exsiccator getrocknet. Sie behalten beim Trocknen_ ihren 
Glanz; beim Erhitzen tritt kein Wasserverlust ein. 


Analyse. 
0,0496 g Subst. gaben 0,0455 ¢ AgCl. 
0,1005¢ so, »  0,0358 g Mg,P,0,. 
0,0562 g__sé,, » 4,3 cem N (18°, 741 mm). 
MgCl,, 2 Sarkosin, 2 H,0. 
Ber. 7,86°/, Mg 22,939/, Cl 9,05°/, N 
Gef. 17,78 22,68 8,75 


Mg: Cl: N = 1: 2,00: 1,95. 


9. Di-Sarkosin-Magnesiumbromid. 
MgBr,, 2 CH,-NH-CH,-COOH, 2H,0. 

Kntsteht bei der Krystallisation einer wiBrigen Lésung 
von 1g Sarkosin und 1,5 g Magnesiumbromidhydrat in glin- 
zenden, undurchsichtigen Krystalldrusen. 

Analyse. 


0,0507 g Subst. verbrauchten 2,52 cem '/,. n-AgNQ,. 
0,1103¢ ,, gaben 0,0300 g Mg,P,0,. 


0,1108¢g =, » 1,2 ceem N (22°, 745 mm). 
MgBr,, 2 Sarkosin, 2 H,0. 

Ber. 6,11°/, Mg 40,15 °/, Br 104"), X. 

tef. 5,94 39,76 7,37 


10. Tri-Sarkosin-Strontiumjodid. 
SrJ,, 3CH,-NH-CH,-COOH, 2H,0. 

Man versetzt die konzentrierte, wiBrige Lésung von Sar- 
kosin und Strontiumjodid (molekulares Verhiltnis 3:1) mi 
so viel absolutem Alkohol, daB eine Triibung entsteht. Nach 
einiger Zeit scheiden sich dann schneeweiBe, kleine Krystall- 
drusen ab, die sich aus kleinen, glainzenden Nadelchen zu- 
sammensetzen. Sie werden abgesaugt und auf Ton an der 
Luft getrocknet. Die gleiche Verbindung entsteht, wenn mal 
die Komponenten im Molekularverhiltnis 4:1 miteinander 
reagieren laBt. 
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Analyse. 


]. 0,7890 g verloren beim Erhitzen auf 60—70° 0,0482 g H,O. 


0,1452 g getr. Subst. gaben 0,0349 g SrCQ,. 
0,1370 g_sCy, " »  0,1039 g AgJ. 
7,575 mg, - » 0,447 eem N (13°, 761 mm). 
II. 0,1845 ¢_,, ss »  0,1025 g AgJ. 
SrJ., 3 Sarkosin, 2H,O. 


Ber. 5,58°/, Gef. I. 6,11°/, H,O. 
Wasserfreie Verbindung. 
Ber. 14,40°/, Sr 41,729/, J 6,90%/, N 
Gef. I. 14,27 I. 41,00 I. 41,20 ‘I. 7,08 


ll. Tri-Sarkosin-Lanthanbromid. 
LaBr,, 3CH,-NH-CH,-COOH, 3H,0. 


D1 


Man iiberlaBt eine waBrige Lésung von 1,2 g Lanthan- 
bromidheptahydrat und 0,4 g Sarkosin (molekulares Verhiltnis 


1:2) an freier Luft der Krystallisation. Es scheiden 


sich 


durchsichtige, spréde, zu Biischeln angeordnete Nadeln ab, die 


vollkommen luitbestandig sind. 


Analyse. 
0,3745 g lufttr. Subst. verloren bei 140° 0,0287 g H,O. 
0,1131¢ ,, z » 140° 0,0089 g H,0O. 
0,1143 bei 140° ities Subst. gaben 0,0995 g AgBr. 


0,1042¢ ,, 140° , 7 » 5,80 cem N (16°, 762,5 mm). 


LaBr,, 3 Sarkosin, 3H,O. 
Ber. 7,71°/9 Gef. I. 7,66°/, II. 7,87°/, H,O. 
Wasserfreie Verbindung. 
Ber, 37,12°/, Br 6,50°/, N 
Gef. 37,04 6,60 


12. Mono-Sarkosin-Ammoniumjodid. 
(NH,J, CH,-NH-CH,-COOH. 


Versetzt man eine wiBrige Lésung von 1 Mol Ammonium- 
jodid und 2 Molen Sarkosin bis zur schwachen Triibung mit 
absolutem Alkohol, so fiallt reines Sarkosin aus. Zur Dar- 
stellung der Additionsverbindung mu8 man die beiden Kom- 
ponenten im Molekularverhiltnis 1:1 wahlen. Man dampft 
die wiBrige Lésung (1:1) bis zur Krystallisation ein; es krystalli- 
sieren dann kleine, schillernde, diinne, farblose Blattchen aus, 
die auf Ton im CaCl,-Exsiccator getrocknet werden (Probe I). 


4* 








SS nal Me TRY AWN ss 


3s TY Ae, 


59 Paul Pfeiffer, 


Die Verbindung lift sich aus Wasser umkrystallisieren (Probe 
If); der Schmelzpunkt liegt bei 152—157°. 


Analyse. 


I. 0,1007 g Subst. gaben 0.1009 g AgJ. 
IL. 01128 ¢ ,, »  0,1180 g¢ AgJ. 


9,»5 mg __,, » 0,990 cem N (12°, 764 mm). 
Ber. 54,209/) J 11,96°/, N. 


Gef. 1.5416, I1.54,15 IL. 12,10 


13. Mono-Sarkosin-Ammoniumrhodanid. 
(NH,)SCN, CH,-NH-CH,-COOH. 

Man lést Sarkosin und Ammoniumrhodanid im Molekular- 
verhiltnis 1:1 in méglichst wenig Wasser und stellt die etwas 
sirupése Fliissigkeit iiber Nacht in einen CaCl,-Exsiccator. 
Es krystallisieren groBe, durchsichtige, gliinzende, sehr weiche 
Blattchen aus, die zwischen 2 Tonplatten gut abgepreBt und 
im Exsiccator iiber P,O, getrocknet werden. Sie sind sehr 
hygroskopisch. 

Analyse. 
I. 0,0780 g Subst. gaben 0,0784 g AgSCN. 
IL. 00X86 gC, »  0,0904 g AgSCN. 

(NH,)SCN, Sarkosin. 

Ber. 35,16°/, Gef. I. 35,14 , II. 35,27°9/, SCN. 
14. Negative Versuche. 


Es wurde vergeblich versucht, Sarkosin an (NH,),SO,, 
N(C,H,)H,J, N(CH,),Br, N(CH,),J, N(C,H,),J zu addieren. 


d) Betainverbindungen. 
1. Di-Betain-Zinkchlorid. 


ZuCl,, 2*(H,C),N-CH,-COO-, 1H,0. 

Man list Betain und Zinkchloridhexahydrat im Molekular- 
verhiltnis 3:1 (1) oder 4:1 (IL) in méglichst wenig Wasser 
und 1aBt die Lisung an der Luft stehen. Nach lingerer Zeit 
scheiden sich auf dem Boden der Krystallisierschale kleine, 
schneeweibe Krystalldrusen aus, die sich aus kleinen Nadeln 
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gusammensetzen. Die Krystalle werden auf Ton im CaClL- 
Exsiccator getrocknet. 
Analyse. 
1. 0,0917 g Subst. verbrauchten 4,8 cem 1/,) n-AgNQg. 
01107 gs, gaben 0,0833 g AgCl. 


0,1683 gC, »  0,0358 g ZnO. 

0,1730 gC, » 11,2 cem N (10°, 749 mm). 

O1770 8 » » beim Erhitzen auf 80—90° eine Gewichts- 

differenz von 0,055 g H,O. 
11.0,1095 g ,, » 90,0806 g AgCl. 
ZnC},, 2 Betain, 1H,O. 

Ber. 16,84°/, Zn 18,26°/, Cl 7,219), N  4,64°/, H,O 
Gef. I. 17,09 I. 18,56, 18,61 II. 18,21 I. 7,70 I. 4,70 


2. Di-Betain-Ammonium)jodid. 
(NH, J, 2° (H,C),N-CH,-COO-, 2H,0. 

Kine wibrige Lésung von Betain und Ammoniumjodid 
(Molekularverhaltnis 2:1) gibt bei der Krystallisation gut aus- 
gebildete, glinzende, farblose Nadeln. Sie sind an der Luft 
vollkommen bestindig und werden auf Ton im CaCl,-Exsiccator 
getrocknet. 


Analyse. 
0,2247 g Subst. gaben 0,1284 g AgJ. 
00974 ¢ ,, » 0,0558 g Agd. 
0,1444¢ 5, 12,2 cem N (11°, 748 mm). 
(NH,)J, 2 Betain, 2H,0. 
Ber. 30,599/, J 10.13°/, N 
Gef. 30,89, 30,97 10,00 


3. Mono-Betain-Ammoniumrhodanid. 
(NH,)(SCN), *(H,C’, N- CH, -COO-. 

Man lést Ammoniumrhodanid und Betain im Molekular- 
verhiltnis 1:1 in méglichst wenig warmem Wasser. Beim 
Erkalten scheiden sich breite, flache, glinzende, farblose Nadeln 
aus, die zwischen 2 Tonplatten gut abgepreBt und im P,O,- 
Exsiccator auf Ton getrocknet werden. Die Krystalle sind 
an der Luft nicht hygroskopisch. 


Analyse. 
I. 0,0725 g Subst. gaben 0,0613 g AgSCN. 
0,1200¢ ,, » 22,3 cem N (10°, 737 mm): 
II. 0,0965 ¢ _,, »  0,0820 g AgsCN. 
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NH, (SCN), Betain. 
Ber. 30,05°/, SCN, 21,78, N 
Gef. I. 29,58 IL 29,73 I. 21,74 


4. Mono-Betain-Athylammoniumjodid. 
[N(C,H,)H,]J, *(H,C),N - CH, -COO~. 

Beim Eindampfen einer wiBrigen Lésung von Betain und 
Athylammoniumjodid (Molekularverhiltnis 1:1) werden glinzende 
Blattchen erhalten, die nach dem Umkrystallisieren aus Wasser 
und Abpressen auf Ton rein weiB sind. Sie werden im Ca(l,- 


Exsiccator getrocknet. 
Analyse. 
I. 0,1802 g Subst. gaben 0,1461 g AgJ. 
01117 ¢g ,, - 9,2 cem N (13°, 755 mm). 


II. 0,1308 g __se,, ,  0,1060 g AgJ. 
0,0659 g__,, »  0,0535 g AgJ. 
(N(C,H;)H,|J, Betain. 
Ber. 43,80°/, J 9,65°/, N 


Gef. I. 43.88 II. 43,81 43,88 I. 9,76 


5. Mono-Betain-Dimethylammoniumjodid. 
[N(CH,),H,]J, *(H,C),N-CH,-COO-, H,0. 


Aus einer wae Lésung von Betain und Dimethyl- 
ammoniumjodid (Molekularverhiltnis 1:1) krystallisieren all- 
mahlich feine, glinzende, gelbliche Blaittchen aus, die aus 
Wasser umkrystallisiert und auf Ton gut abgepre8t werden. 
Die Verbindung ist luftbestindig. 


Analyse (lufttr. Substanz). 
I. 0,1736 g Subst. verloren neben P.O, 0,0094 g H,O. 
0,17386g ,, gaben 0,1326 g AgJ. 


0,1730g sy, i 13,5 eem N (10°, 743 mm). 
If. 0,1194g _,, »  0,0911 g AgJ. 
'N(CH,).H,|J, Betain, H,O. 
Ber. 5,849/, H,O 41,22°/, J 9,10, N 
Gef. I. 5,41 I. 41,29 IL. 41,24 1. 9,20 


e) Glycylglycinverbindungen. 
Glycylglycin wurde nach der ausgezeichneten Methode 
von H. Franzen und Fellmer’) dargestellt. Aus 5 g Glyko- 
kollanhydrid erhielten wir 3,6 g reines Glycylglycin. 





1 Jr. fiir prakt. Chem. [2] Bd. 95, S. 304 (1917). 
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1. Mono-Glycylglycin-Lithiumchlorid, 
LiCl, NH, -CH, -CO—NH- CH, - COOH. 

Man engt eine waBrige Lésung von Lithiumchlorid und 
Glycylglycin mit dem molekularen Verhialtnis 2:1 auf dem 
Wasserbade ein und iiberlaBt sie der freiwilligen Kristallisation. 
Hat man die Konzentration giinstig getroffen, so scheiden sich 
bald in guter Ausbeute spréde, durchsichtige, prismatische 
Nadeln ab, die kein Wasser enthalten. Die Krystalle sind 
an der Luft vollkommen bestindig. 


Analyse. 


0,0725 g lufttr. Subst. verloren bei 115° 0,0003 g an Gewicht. 
0,0708 g bei 115° getr. Subst. gaben 0,0588 g AgCl. 
LiCl, 1 Glyeylglycin. Ber. 20,32°/, Gef. 20,54°/, Cl. 


2. Mono-Glycylglycin-Lithiumbromid. 
LiBr, NH, -CH, -CO—NH- CH, - COOH. 
Darstellung wie bei der Lithiumchloridverbindung. Spréde, 
durchsichtige, prismatische Nadeln, die luftbestiindig sind. Die 
Krystalle sind wasserfrei. 


Aste 


Analyse. 


0,2627 g lufttr. Subst. verloren bei 115° 0,0005 g an Gewicht. 
0,1151 g bei 115° getr. Subst. gaben 0,0988 g AgBr. 
01460 g ,, 115° _,, a 7 0,0384 ¢ Li,SQ,. 
LiBr, 1 Glyeylglycin. 

Ber. 36,52°/, Br 3,17°/, Li Gef. 36,53°/, Br 3,32°/, Li. 
Atomverhiltnis: Li: Br = 1,04: 1. 


3. Mono-Glycylglycin-Lithiumjodid. 
LiJ, NH, -CH, -CO—NH- CH, - COOH. 
Darstellung und Eigenschaften wie bei der Chlorid- und 
Bromidverbindung. 


Analyse. 
0,3372 g lufttr. Subst. verloren bei 120° 0,0009 g an Gewicht. 
0,0846 g bei 120° getr. Subst. gaben 0,0745 g AgJ 
0,1087g ,, 120° ,, 
LiJ, 1 Glycylglycin. 
Ber. 47,73°/, J 2,61°/, Li. Gef. 47,60°/, J 2,60, Li. 
Atomverhiltnis: Li: J = 1: 1,00. 


>» 3 ~-0,0214 g Li,SO, 
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4. Di-Glycylglycin-Calciumchlorid. 
CaCl,, 2 NH,-CH,-CO—NH-CH,-COOH, 1H,0. 


Man versetzt eine Lésung von 2,4 g Calciumchloridhexa- 
hydrat und 0,2 g Glycylglycin (Molekularverhiltnis 7:1) in 
§ ccm Wasser in der Kalte mit 20 ccm absolutem Alkohol, 
schiittelt gut durch und l&Bt die Lésung verschlossen stehen. 
Ks bilden sich dann allmahlich kleine Krystalldrusen, die aus 
glinzenden Blattchen bestehen (Probe I). Die gleiche Ver. 
bindung entsteht auch bei Anwendung von 1,0 g Calciun- 
chloridhexahydrat, 0,2 g Glycylglycin und 2 ccm Wasser auf 
Zusatz von 20 ccm absolutem Alkohol. Die Krystallisation 
setzt nach ungefahr 24 Stunden ein (Probe II). 


Analyse. 


I. 0,0974 g Subst. verloren bei 120° 0,0033 g an Gewicht. 
0,0921 g bei 120° getr. Subst. gaben 0,0709 g AgCl. 
I]. 0,1463 g Subst. verloren bei 120° 0,0062 g an Gewicht. 
0,1390 g bei 120° getr. Subst. gaben 0,1056 g AgCl. 
CaCl,, 2 Glycylglycin, 1 H,O, wasserfrei. 
Ber,  4,58°/, H,O, 18,90, Cl 
Gef. I. 3,38 IL 4,23 I. 19,04 II. 18,80 


5. Di-Glycylglycin-Calciumbromid. 
CaBr,, 2 NH, -CH, -CO—NH-CH, - COOH. 


Krystallisation aus wiBriger Lésung. 


Man lést Calciumbromid und Glycylglycin im Molekular- 


verhiltnis 2:1 in wenig Wasser, engt die Lésung auf dem 


Wasserbade weitgehend ein und iiberléBt sie an freier Lutt 


der Krystallisation. Es scheiden sich feine, luftbestandige. 
flache Nadeln aus. 


Analyse, 
0,0674 g exsiccatortr, Subst. verloren bei 120° 0,0001 g an Gewicht. 
0,1028 g bei 120° getr. Subst. gaben 0,0839 g AgBr. 
0,1244¢ , 120° ,  ,, ¥ 0,0155 g CaO. 
00006e¢ , 120° , » - 9,60 cem N (10°, 760 mm), 
CaBr,, 2 Glycylglycin. 
Ber. 8,639, Ca 34,449/, Br 12,06, N. 


Gef. 8,90 34,73 11,73 
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Krystallisation aus alkoholischer Lésung. 
Man lést 3,2 g Calciumbro idhexahydrat und 0,2 g Glycy!- 


| glycin (Molekularverhiltnis 7:1) in 4 ccm Wasser und figt in 
| der Kalte 15 ccm absoluten Alkohol hinzu. Dann schiittelt man 


die Lésung gut durch und 14Bt sie verschlossen stehen. Nach 
einiger Zeit: scheiden sich Krystalldrusen aus, die aus glin- 
zenden Blattchen zusammengesetzt sind. Die Krystalle haben 


| sich als wasserfrei erwiesen. Beim Erhitzen auf 160° tritt 


gwar ein geringer Gewichtsverlust ein, doch farben sich die 
Krystalle dabei briaunlich, wobei Verlust an HBr eintritt 
(Analyse 1). Die Analyse (II) einer exsiccatortrockenen Sub- 
stanzprobe gab ein gutes Atomverhiltnis von Calcium zu Brom. 


Analyse. 
I. 0,0560 g bei 160° getr. Subst. gaben 0,0437 g AgBr. 
0.0597g ,, 160° , ,, » 00178 g CaSQ,. 
II. 0,0457 g exsiccatortr. Subst. gaben 0,0362 g AgBr. 
0,0461 g “ “ a 0,0135 g CasQ,. 
CaBr,, 2 Glycylglycin. 
Ber. 8,63°/, Ca 34,449/, Br. 


Gef. I. 8,77, If. 8,62, I. 33,20, Il. 33,71 
Atomverhiltnis: I. Br: Ca = 1,89:1; Hl. Br: Ca = 1,96: 1. 
6. Negative Versuche. 


Die Versuche, Glycylglycin an Natriumchlorid und Natrium- 
jodid zu addieren, hatten keinen Erfolg. 


f) Alanylglycinverbindungen. 


1. Mono-Alanylglycin-Lithiumbromid. 
Libr, NH,-CH-CO-NH-CH,-COOH, 2 H,0. 
OH, 
d,l-Alanylglycin wurde nach der Vorschrift von EK. Fischer 
und W. Axhausen!) dargestellt. — Man lést Lithiumbromid und 
Alanylglycin im Molekularverhiltnis 1:1 in wenig Wasser und 


dampft die Lésung bis zur Sirupdicke auf dem Wasserbade 
ein. Dann iiberliBt man die Lésung an einem warmen Ort 





1 Liebig, Ann. der Chem., Bd. 340, 8. 128 (1905). 
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der Krystallisation. Es bilden sich in dem Sirup allmahlich 
feste Krystalldrusen, die herausgenommen und mehrere Tage 
lang zwischen 2 Tonplatten, die man dfters wechselt, ab- 


gepreBt werden. 
Analyse. 
I. 0,0520 g lufttr. Subst. verloren bei 120° 0,0040 g H,O. 
0,0475 g getr. Subst. gaben bei 120° 0,0394 ¢ AgBr. 
II. 0,0560 g lufttr. Subst. verloren bei 126° 0,0063 g H,O. 
0,0782 g getr. Subst. gaben bei 120° 0,0647 g AgBr. 
0,0532¢ 4 4, » » 120° 00125 g Li,SQ,. 
LiBr, 1 Alanylglycin, 2 H,O, Ber. 7,05°/, HO Gef. I. 7,69°/) II. 7,329), 
Wasserfreie Verbindung Ber. 2,97°/, Li Gef. II. 2,96°, 
Ber. 34,30°/, Br Gef. I. 35,309/, IT. 35,21°/, 


Bei dem Versuch mit einem UberschuB von Alanylglycin 


ein reineres Produkt zu gewinnen, wurde aus dem Sirup iiber- 
haupt keine Krystallisation erhalten. 


2. Negative Versuche. 


Ks gelang nicht, Alanylglycin an Calciumchlorid und Cal- 
ciumbromid zu addieren. Die Versuche, das isomere Glycyl- 
alanin mit Lithiumbromid und Calciumchlorid zu vereinigen, 
verliefen ebenfalls negativ. 


g) Diglycylglycinverbindungen. 

Diglycylglycin erhilt man am vorteilhaftesten nach der 
Vorschrift von Emil Fischer.') Man spaltet Glykokoll- 
anhydrid durch kraftiges Schiitteln mit Natronlauge zu Gly- 
cylglycin auf und fiihrt das Glycylglycin durch Einwirkung 
von Chloracetylchlorid in Chloracetylglycylglycin tiber. Durch 
mehrstiindiges Stehenlassen mit 25°/,igem Ammoniak geht 
der Chloracetylkérper in das gesuchte Diglycylglycin iiber. 

20 g Glykokollanhydrid gaben 23g rohes Chloracetyl- 
glycylglycin (Schmelzp. 167°), das, aus der vierfachen Menge 
Wasser umkrystallisiert, 18 g Reinprodukt lieferte (Schmelz- 
punkt 175—177°). 3g reines Chloracetylglycylglycin gaben 
2g rohes und 1,3 g zweimal aus Wasser mit Alkohol um- 
gefilltes reines Tripeptid. 





1) Chem. Ber. Bd. 39, S. 2931 (1906); Bd. 37, S. 2500 (1904). 
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Die Molekulargewichtsbestimmung des Diglycylglycins 
durch Messung der Gefrierpunktserniedrigung in wiaBriger 
Lésung ergab den Wert 205 an Stelle des theoretisch berech- 
neten Wertes 189. (Die Gefrierpunktsdepression von 0,005 Molen 
Diglycylglycin in 20 g Wasser betrug 0,430°) 


1. Mono-Diglycylglycin-Lithiumbromid. 

LiBr, NH,-CH,-CO—NH-CH,-CO—NH-CH,-COOH. 

Man erhialt diese Verbindung in recht reiner Form, wenn 
man die Komponenten im Molekularverhiltnis 2:1 (0,45 g 
LiBr, 3H,O und 0,3 g Diglycylglycin) in wenig Wasser lost, 
die Lésung auf dem Wasserbade fast bis zur Sirupdicke ein- 
dampft und dann an freier Luft der Krystallisation tiberliBt. 
Ks scheiden sich kleine, kurze, durchsichtige Prismen ab, die 
die Zusammensetzung LiBr, 1 Diglycylglycin haben. Man 
preBt sie mehrmals recht sorgfaltig zwischen Filtrierpapier, 
und dann noch 12 Stunden lang zwischen 2 Tonplatten ab. 
Die Krystalle enthalten héchstens '/, Mol. H,O; sie sind an 
der Luft bestindig. 


Analyse. 
0,2544 g lufttrockene Substanz verloren bei 120° 0,0057 g H,O. 
0,1110 g . iS », 120° 0,0023 g H,O. 
0,1001 g Substanz, bei 120° getrocknet, gaben 0,0678 g AgBr. 
0,0928¢ ,, » 120° ” .  0,0203 g Li,SO,. 
LiBr, 1 Diglyceylglycin, 1/, H,O. 
Ber. H,O 2,13 °/, Gef. H,O 2,299, 2,07 °/, 


Wasserfreie Verbindung 
Ber. 28,97°/, Br 2,51°/, Li Gef. 28,82°/, Br 2,76 9/, Li. 


2. Mono-Diglycylglycin-Calciumbromid. 
CaBr,, NH,-CH,-CO—NH-CH,-CO—NH-CH,-COOH, 3H,0. 
0,38 g CaBr,, 6H,O und 0,2 g Diglycylglycin (Molekular- 
verhaltnis etwa 1,2:1) werden in Wasser gelést. Schon aus 
einer verhiltnismaBig verdiinnten Lésung krystallisieren kleine, 
klobige, harte, durchsichtige Krystalle in groBer Reinheit aus, 
die die Zusammensetzung CaBr,, 1 Diglycylglycin, 3 H,O haben. 





') Chem. Ber. Bd. 37, 8S. 2501 (1904). 
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Sie werden durch Abpressen zwischen Filtrierpapicr von de: 
Mutterlauge befreit und auf Ton an freier Luft getrocknet, 
Auf 120° erhitzt, geben sie 2 Mol. Wasser ab, bei 160° werden 
sie vollkommen wasserfrei. 
Analyse. 
0,1137 g lufttrockene Substanz verloren bei 120° 0,0107 g H,0O. 
0,1137 g a * - » 160° 0,0140 g H,O. 
0,0985 g Substanz, bei 160° getrocknet, gaben 0,0953 g AgBr. 
0,0982 g = » 160° se »  0,0141 g Cad. 
CaBr,, 1 Diglycylglycin, 3H,O. 
Ber. 8,13°/) 2H,O 12,20°/, 3H,O Gef. 9,41°/, 2H,O 12,31°/, 3H,0. 
Wasserfreie Verbindung. 
Ber. 41,109, Br — 10,30°/, Ca ~=—s Gef.— 41,17°/, Br 10,26°, Ca. 
Atomverhiiltnis: Ca: Br = 1: 2,00. 


h) Triglycylglycinverbindungen. 
Zur Darstellung des Triglycylglycins 14Bt man _ nach 
K. Fischer’) auf Diglycylglycin, welches in Natronlauge ge- 
lést ist, eine iitherische Lésung von Chloracetylchlorid ein- 


wirken. Es bildet sich unter Austritt von Chlorwasserstof 


Chloracetyldiglycylglycin, welches durch langere Einwirkung 
von konzentriertem Ammoniak bei gewoéhnlicher Temperatur 
in Triglycylglycin iibergeht. 

Die Ausbeuten waren folgende: 8g Tripeptid gaben 7g 
rohes und 4 g zweimal umgefilltes, reines Chloracetyldiglycy]- 
glycin. Aus 4 g dieses Chloracetylkérpers wurden 1,5 g rohes 
und daraus 1,1 g reines Triglycylglycin erhalten. 


Mono-Triglycylglycin-Calciumbromid. 
CaBr,, NH,-CH,-CO—NH-CH,-CO—NH- 
CH,-CO—NH-CH,-COOH. 
Man lost 1,3g CaBr,, 3H,O und 0,2 ¢ Tetrapeptid (Mole- 
kularverhaltnis etwa 7:1) auf dem Wasserbad in 3 ccm Wasser 
und fiigt zu der Liésung einen grofen UberschuB an absolutem 
Alkohol. Es scheiden sich weiBe Flocken ab, die sich am 
Boden des GefiBes absetzen. Sie lassen sich aber nicht ab- 





1) B. 37, 2501 [1904]. 
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fltrieren, da sie auf dem Filter zu einem Ol zerflieBen. Man 
giebt deshalb die Mutterlauge méglichst vollstindig von den 
Flocken ab, spilt zweimal sehr schnell, ohne die Flocken auf- 
zurihren, mit absolutem Alkohol nach und dampft den Riick- 
stand mehrfach mit absolutem Alkohol ab. Die weiSen Flocken 
werden so pulvrig und lassen sich bequem in ein Wageglas 
bringen, in welchem sie bei 130° bis zur Gewichtskonstanz 
setrocknet werden. Nach dem Analysenresultat liegt eine 
Verbindung mit dem Molekularverhialtnis 1:1 vor. 


Analyse. 
0,0655 g Substanz, bei 130° getrocknet, gaben 0,0214 g CaSQ,. 
0,0962 g ‘i » 130° ss »  0,0520 g AgBr. 


CaBr,, 1 Tetrapeptid. 
Ber. 8,98°/, Ca 35,88°/, Br Gef. 9,61°/, Ca 36,27°/, Br. 
Ca: Br = 1,89. 


Alle Versuche, mit Calciumchlorid, Calciumbromid und 
Lithiumbromid krystallisierte Additionsprodukte zu erhalten, 
verliefen negativ. 


i) Additionsversuche mit Asparagin und Asparaginsaure. 


Hs gelang nicht, Neutralsalze an Asparagin und Asparagin- 
siure zu addieren. Die Versuche mit Asparagin erstreckten 
sich auf Kaliumjodid, Magnesiumchlorid und Magnesiumsulfat, 
die Versuche mit Asparaginsiure auf Magnesiumchlorid und 
Strontiumnitrat. Aus den entsprechenden wiBrigen Lésungen 
wurde je nach den gewihlten Konzentrationsbedingungen bald 
freies Asparagin bzw. freie Asparaginsiure, bald freies Neutral- 
salz erhalten; eine Verbindung wurde nie beobachtet. 


Beitrage zur Kenntnis der chemischen Veranderungen 
der Nierenlipoide bei der Nierenzelldegeneration. 
Von 
Dr. Philipp Schnapp. 


(Aus dem Institut fir angewandte Chemie, Minchen. Direktor Geheimrat 
Prof. Dr. Theodor Paul.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Oktober 1923.) 


Die chemische Zusammensetzung des Atherextraktes der 
Organe ist eine auBerordentlich komplizierte. Neben den Tri- 
glyceriden finden sich freie Fettsiuren, Cholesterine und ein 
bis jetzt untrennbares Gemisch der Phosphatide (vielleicht auch 
noch anderer Kérper, wie Diglyceride, Cerebroside usw.). 

In der physiologischen Chemie fallen alle diese Kérper 
nach einem Vorschlag von Bang!) unter den Begriff Lipoide, 
weil sie durch ihnliche Léslichkeitsverhaltnisse ausgezeichnet 
sind. Sie sind in Wasser unléslich (oder nur sehr wenig 1és- 
lich), dagegen in Ather, Alkohol, Chloroform, Benzol leicht- 
léslich. Kine hohe physiologische Bedeutung wird den Lipoiden 
zugeschrieben, da nach Overton’) die Protoplasmagrenzschicht 
der Zelle von ihnen imprigniert ist. Die Nahrungsaufnahme, 
die Sekretionen und Exkretionen werden von der Lipoidmenbran 
beherrscht. Alle Intoxikationen in weiterem Umfange, also die 
Wirkung der Narkotica, Antipyretica usw. sind von ihr mit 
abhingig. Die eminente vitale Bedeutung der Lipoide ist erst 
in den letzten Jahren erkannt worden. 





1) Ergebn. d. inneren Medizin u. Kinderheilkunde Bad. 3, 8. 447 (1909). 
*’»Hammarsten, Lehrbuch der phys. Chemie 7. Auflage 
1910, S. 21. 
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Es soll versucht werden, an Hand der allgemeinen Re- 
aktionen des Atherextraktes normaler und degenerierter Meer- 
schweinchennieren, sich eine Vorstellung iiber den Weg des Ab- 
baus der Lipoidsubstanzen und damit einen Hinblick in den 
méglichen Fettabbau zu verschatlen. Da aber fir die geringen 
Substanzmengen, die bei der Extraktion von Meerschweinchen- 
nieren zur Verfiigung stehen, eine geeignete Analysenmethode. 
bisher nicht bekannt ist, so habe ich versucht, unter Heran- 
ziehung ganz allgemeiner Merkmale eine solche auszubauen, 
wobei ich die Unterstiitzung von Herrn Prof. Fischler hatte. 


1. Eigener Untersuchungsgang fir die Nierenlipoide, Methodik, 
Lipasewirkung, Vorschlage fiir eine neue Nomenklatur. 


Die Untersuchung der Meerschweinchennierenlipoide ge- 
staltete sich folgendermaBen: 


1, Extrahierung aus dem Organ. 
2. Differenzierung des Extraktes. 


a) Schon die Extraktion des Nierengewebes mit Ather 
bereitete Schwierigkeiten. Anfangs wurden die Nieren mit 
gegliihtem Glaubersalz verrieben, bis eine homogene, fein- 
pulyerige Masse entstand. Diese wurde quantitativ in ein 
Faltenfilter gebracht und mit absolutem Ather iiber Nacht in 
einer Stdépselflasche stehen gelassen. Bei der nachfolgenden 
5stiindigen Extraktion im Soxhletapparat wurden zwar geniigend 
iibereinstimmende Resultate fiir die Gesamtlipoidmenge der 
linken und der rechten Niere erhalten, aber die Saurezahl 
differierte merkwiirdigerweise. Es zeigte sich nun, dab das 
Glaubersalz namentlich wenn es stark gegliiht worden war, 
eine alkalische Reaktion aufwies, und es schien nicht aus- 
geschlossen, daB von ihr eine Spaltung verursacht wurde. 


Deshalb wurde zur Trocknung wasserfreies Calciumsulfat 
verwendet, das iiberdies einem trockenen Kohlensiurestrom aus- 
gesetzt wurde, um vorhandenes Ca(OH), in CaCO, iiberzutihren. 
Aber hierbei traten noch gréBere Differenzen in den Saure- 
zahlen auf, als beim Glaubersalz, so daB die Alkalitat desselben 
nicht die Ursache fiir die Spaltung sein konnte. 
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Die Extrahierung der beiden normalen Nieren geschah 
nicht gleichzeitig nebeneinander, sondern nacheinander. Nuy 
hatte immer der Atherauszug die gréBere Siiurezahl, der zu- 
letzt behandelt worden war. Es war also zeitliche Abhingig- 
keit vorhanden. Da in den ‘Trocknungsmitteln die Ursache 
der Spaltung nicht gesehen werden kann, muBte an eine Fer. 
mentwirkung gedacht werden. die sich auch in Gegenwart von 
Ather abspielt. Wahrscheinlich vermag das Glaubersalz das 
Gewebe nicht absolut zu trocknen, so daB das zur Hydrolyse 
notige Wasser in Spuren noch zuriickbleibt. Vielleicht treten 
auch sterische Verinderungen innerhalb des Phosphatidmolekiils 
ein, die eine gréBere Zersetzlichkeit gegeniiber der Titration 
mit alkoholischer Kalilauge bewirken. 

Das Calciumsulfat hat noch weniger trocknende Eigen- 
schaften als Natriumsulfat und verursacht deshalb griéBere 
Spaltungsunterschiede. 

Der Beweis, da8 es sich tatsichlich um eine enzymatische 
Wirkung handelte, konnte dadurch erbracht werden, daB nach 
10 Minuten langem Erhitzen der Nieren auf 100° sich absolut 
keine Spaltungsvermehrung beim Stehen des Gewebes in 
Ather nachweisen lieB. Fiir beide Nieren wurden dann die 
gleichen Zahlen erhalten, unbeachtet dessen, ob ein Tag oder 
drei Tage mit Ather stehen gelassen wurde. 

Die beobachtete enzymatische Wirkung in iitherischer 
Lésung ist sehr interessant, weil man hiutig die Angaben 
findet, daB die Enzyme in organischen Solventien vernichtet 
werden, 

b) In physiologischer Hinsicht von Wichtigkeit ist die Er- 
mittelung des Spaltungsgrades, ausfiihrbar durch Titration mit 
nj o-alkoholischer Kalilauge bei gewohnlicher Temperatur. Die 
freien Fettsiuren, sowie manche leicht zersetzliche und labile 
Phosphatide lassen sich auf diese Weise alkalimetrisch be- 
stimmen. 

Fiir den zahlenmaiBigen Ausdruck dieses Verfahrens sei 
der Name ,,Spaltungszahl“ zum Vorschlag gebracht. Sie 
entspricht der Siurezahl der analytischen Fettchemie. 

Da gewisse Lecithine sich bei der Titration mitbeteiligen 














Beitrige zur Kenntnis der chemischen Veriinderungen usw. 65 


‘unter teilweiser Abspaltung von Fettsiure) wiirde die Be- 
zeichnung Siurezahl irrefiihrend sein; denn diese ist ja ein 
MaB fiir die in einem Fett vorhandenen freien Fettsauren. 
Uberhaupt ist die Anwesenheit der letzteren im tierischen 
Organismus unter normalen Verhiltnissen héchst unwahr- 
scheinlich. In den aufgefiithrten Analysenergebnissen macht 
sich tatsichlich auch ein gewisser Antagonismus bemerkbar, 
zwischen den Phosphatiden und Cholesterinen einerseits und 
den ,,freien“ Siuren andererseits. Auch ist der Gehalt an letzteren 
in den Organen bedeutend gréBer als im Depotfett. Eine 
lockere Bindung der Fettsiuren an den Cholinrest der Lecithine 
erscheint daher nicht ausgeschlossen. Additive Cholesterin-Fett- 
siureverbindungen sind aus der priaparativen Chemie wohl- 
bekannt. 

Definition der Lipoid-Spaltungszahl: Die Spaltungs- 
zahl gibt also die Menge KOH in mg an, welche zur Neu- 
tralisation der in 1g Lipoid vorkommenden freien und sich 
abspaltenden Siuren bendtigt wird. 

c) Im AnschluB an die Bestimmung der Spaltungszahl 
wurde die Verseifung ausgefiihrt und durch Wagung des petrol- 
itherléslichen Anteils (Fettsiuren + Unverseifbares) der quanti- 
tative Gehalt an ihm ermittelt. 

Die Prozentzahl der nach der Verseifung erhiltlichen 
petrolitherlislichen Bestandteile sei mit ,Restzahl“ be- 
zeichnet. 

Zum Unterschied von der Hehnerzahl werden die wasser- 
léslichen Fettsiiuren méglichst mitbestimmt, was hauptsichlicl 
in bezug auf die Laurinsiure gilt, und ebenso das Unverseif- 
hare, das in gréBeren Mengen vorhanden ist. 

Die Restzahl ist von besonderer Bedeutung fiir die 
Gruppe der Phosphatide. Es ist zu bemerken, da sie m 
diesem Falle mit der Hehnerzahl identisch ist. Z. B. betragt 
sie fiir das Distearyllecithin 74,5. Fiir die Fette schwankt 
sie meist in einem kleinen Bereich um 95, wahrend das Un- 
verseifbare, die freien Fettsiuren, die Sterinester die Zahl 100 
aufweisen. Diese betriichtlichen Differenzen gestatten also 
weitgehende Schliisse auf die Zusammensetzung eines Lipoid- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIII, 5 
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gemisches. Die Bezeichnung Restzah1 diirfte bei Anwesenheit 
gréBerer Mengen von Unverseifbarem angebracht sein. 

d) Da das Unverseifbare nur zum Teil aus Cholesteriy 
besteht, wurde auf die Digitoninmethode verzichtet und de: 
direkte Weg der Extraktion der trockenen Seifen mit Petrol- 
ther gewihlt. Infolge des hohen Gehalts der Seifen an Un- 
verseifbarem laBt sich dieses Verfahren sehr leicht austiihren, 
namentlich wenn man auf die Trocknung der Seifen Sorgfalt 
verwendet. Auch der schwierigen Verseifbarkeit der Sterinester 
wurde Rechnung getragen. 

e) Zum SchluBe wurden die Fettsiuren isoliert, in fliissige 
und feste Komponenten getrennt nach einer neuen Methode, 
deren Begriindung an anderem Orte verdffentlicht ist.1) Die 
festen Fettsiuren wurden durch Schmelzpunkt sowie Be- 
stimmung des mittleren Molekulargewichts charakterisiert, die 
fliissigen durch die Jodzahl. Die Anwesenheit ungesittigterer 
Fettsiuren als Olsiiure bedingte, daB simtliche Operationen 
vorher im Wasserstofistrom ausgefiihrt wurden. 


2. Die praktische Ausfihrung der Analysenmethode. 


Die sofort nach der Tétung dem Tiere entnommene 
Niere wird gewogen und mit einem Skalpell in feine Stiicke 
geschnitten. Man sammelt die Teile in einem Porzellantiegel, 
den man in einen weithalsigen Rundkolben stellt, durch welchen 
ein kontinuierlicher Wasserstofistrom hindurchgeht. Der Rund- 
kolben kommt auf ein siedendes Wasserbad. Er ist mit einem 
doppelt durchbohrten Korkstopfen versehen, wobei am Austritt 
des Gasstroms ein Chlorcalciumrohr angebracht ist. Man er- 
hitzt nun etwa 10 Minuten, verreibt dann die Organteile in 
einer Reibschale mit wasserfreiem Natriumsulfat, gegliihtem 
Seesand, (oder Bimsstein) und fillt sie quantitativ in eine Soxhlet- 
hille ein. Es wird nun etwa 5 Stunden lang mit absolutem 
Ather extrahiert. Hierauf wird derselbe abdestilliert und mit 





) F. Fischler und Ph. Schnapp, Zur Chemie des Fettabbaus 
im tierischen Koérper, nebst einer Trennungsmethode fiir geringe Menger 
fester und fliissiger Fettsiiuren. Inaugural-Dissertation Miinchen, 1923. 
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etwa 20 ccm Petroliither in der Wirme aufgenommen und 
quantitativ nachgewaschen, (Kinstellen in Wasser von 40°). 
Auch schwerlésliche Phosphatide gehen in Lésung. Man fil- 
triert von etwaigen mitgerissenen anorganischen Bestandteilen 
(Bimsstein usw.) in ein gewogenes Extraktionskélbchen. In der 
Kilte scheidet sich meist eine geringe Menge eines feinen 
weiBen Niederschlages aus (schwerlésliche Phosphatide?), den 
man aber wegen der Unwiagbarkeit unberiicksichtigt laBt. 
Abdestillieren des Petrolithers im H,-Strom; zur Wiagung 
hringen. 

Diesen Gesamtatherextrakt lést man nun in 1 ccm Petrol- 
ather und fiigt absoluten Alkohol hinzu, bis eine Triibung er- 
folgt. Dann titriert man bei 0° mit Phenolphthalein und 
n/10-alkoholischer Kalilauge, bis die schwache Rotfairbung 
kurze Zeit bestehen bleibt. Daraus berechnet sich die 
Spaltungszahl. 

Nun wird ein UberschuB n/2-alkoholischer Kalilauge zu- 
gegeben und der Alkohol im Wasserstoffstrom abdestilliert. 
Dabei empfiehlt es sich einen dreifach durchbohrten Kork zu 
verwenden, dessen mittlere Offnung ein kurzes Glasrohr trigt, 
das mit einem Gummischlauchstiick und einer Klemme ab- 
geschlossen wird. Die beiden anderen Bohrungen dienen fiir 
die H,-Zufiihrung bzw. zum Ansetzen eines kleinen nach ab- 
wirts stehenden Kihlers. Durch die mittlere Glasréhre gibt 
man 2—8 mal einige Kubikzentimeter absoluten Alkohol zu, 
der immer wieder abgejagt wird, so daB auch die Verseifung 
der Cholesterinester gelingt. 

Die trockene Seifenmasse wird schlieBlich in wenig Wasser 
in der Wiarme gelést und mit verdiinnter Schwefelsiure unter 
Zugabe von fein zerriebenem Kaliumsulfat zersetzt. Man laBt 
nun mit 10 ccm Petrolither eine Stunde stehen, wobei man 


; zeitweise mit einem diinnen Glasstab umrikrt. Die Petrol- 


atherlésung wird in ein zweites gewogenes Extraktionskélbchen 
abdekantiert, was mit je 5 ccm frischem Lésungsmittel 4mal 


| wiederholt wird, so daB die Fettsiuren und das Unverseifbare 


quantitativ aufgenommen werden. Auf solche Weise wird die 
Beniitzung des Scheidetrichters umgangen. Die Léslichkeits- 


a 
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verluste an niederen Fettsiiuren sind gering, infolge des kleinen 
Wasservolums und des aussalzend wirkenden Kaliumsulfats. 
Petrolather abdestillieren. Trocknen in miaBigen H,-Strom 
héchstens 5 Minuten wegen der Fliichtigkeit der Siuren. Wagen 
zur Berechnung der Restzahl. 

In der schwefelsauren Liésung weist man die Phosphor- 
siure durch Ammoniummolybdat nach, nachdem vorher die 
Glycerinphosphorsiure durch Eindampfen mit Schwefelsdure 
und Salpetersiiure zerstért worden ist. 

Der weitere Analysengang besteht in der Abtrennung des Un- 
verseif baren von den Fettsiuren. Deshalb werden die Fettsiiuren 
nach der Bestimmung der Restzahl ein 2. Mal verseift, indem mit 
iiberschiissiger alkoholischer Kalilauge und unter mehrmaligem 
ZuflieBenlassen von absolutem Alkohol im Wasserstoffstrom 
zur 'l'rockne eingedampft wird. (Wasserbad, aus einer Porzellan- 
schale mit Wasser bestehend.) Wenn der Alkohol abdestilliert 
ist erhitzt man zum Schlu8 noch 15 Minuten, so daB sich die 
letzte Spur desselben verfliichtigt. Es ist empfehlenswert, das 
Rundkélbchen schrig zu stellen, so dab etwa abspritzende Salz- 
teilchen an der seitlichen Glaswand hiingen bleiben. Nun 
werden die Seifen mit 30 ccm Petrolither iibergossen und 
vorsichtig mit einem Glasstab verriihrt. Hierbei soll das 
Kratzen des gewogenen Kélbchens vermieden werden, da sonst 
seine Konstanz darunter leidet. Gleichzeitig erwarmt man 
durch Kinstellen in Wasser von 40° Auf diese Weise geht 
etwas Kaliseife (namentlich der ungesiittigten Fettsiuren) in 
Lisung. Deshalb ist es nétig, laingere Zeit stehen zu lassen 
(bei 15°), bis die gelbe Farbung des Petrolithers verschwunden 
ist. Es setzen sich hierbei die Kaliumseifen, die gelb gefarbt 
sind, ab. 

Die Seifen werden von der Cholesterinlésung durch ein 
Papierfilter abfiltriert, die Cholesterinlésung mehrmals im 
Scheidetrichter mit destilliertem Wasser und wenig Kalilauge 
ausgeschiittelt. Das Unverseifbare wird bei 100° getrocknet 
und schlieBlich gewogen. Der Schmelzpunkt ist niedriger als 
beim reinen Cholesterin, weil wahrscheivlich Oxycholesterin 
und héhere Fettalkohole mit anwesend sind. 
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Jetzt erst erfolgt die Analyse der Fettsiuren. Die auf 
dem Filter befindlichen Seifen werden quantitativ mit heiBem 
Wasser in das Kélbchen, in dem noch Reste derselben anhaften, 
hineingespiilt. (Starkes Aufschiumen.) Die Seifenlésung wird 
mit der ersten wiBrigen Cholesterinausschiittelung vereinigt 
und dann im Scheidetrichter mit verdiinnter Schwefelsiure 
zersetzt. Nun schiittelt man energisch solange mit Petrolather 
aus, bis die wiiBrige Schicht vollkommen klar ist. Das laBt 
sich durch Glaubersalzzusatz beschleunigen. Die Petrolither- 
schicht wird dann mehrmals mit destilliertem Wasser aus- 
sewaschen, so dab eventuell vorhandene wasserlésliche Fettsiuren, 
die bei der spiiteren Trennung stérend wirken, entfernt werden. 
Der Petrolither wird im H,-Strom abgejagt, die zuriick- 
sebliebenen Fettsiuren werden noch 15 Minuten bei 100° 
getrocknet und nach dem Erkalten in der Wasserstoffatmosphiare 
gsewogen. Die Fettsiuren zeigten einen fischartigen Geruch. 

Die Gesamtfettsiuren werden zu ihrer Differenzierung in 
1 com 85°/,igem Pyridin gelést und mit 50 mg Bleiacetat 
zersetzt. Man liBt '/, Stunde stehen und gibt dann 10 ccm 
96°/,igen Alkohol zu. Nach weiteren 30 Minuten wird in einem 
Biichnertrichter abgesaugt und mit 10 cem Alkohol nach- 
gewaschen. Die abgeschiedenen Bleisalze werden mit H,S 
versetzt und mit Petrolither behandelt. Daraus gewinnt man 
die festen Fettsiuren, welche rein weiB sind. Bestimmung des 
mittleren Molekulargewichts durch direkte Titration mit n/10- 
alkoholischer Kalilauge bei Gegenwart von Phenolphthalein. 
SchlieBlich Feststellung des Schmejzpunktes der aus dem 
Kalisalz freigemachten Fettsiure. 

Das alkoholische Filtrat, das die fliissigen Siuren enthilt, 
kommt quantitativ in einen Rundkolben und wird mit wenig 
waBriger Natriumcarbonatlisung zersetzt. Abdestillieren des 
Alkohols auf dem Wasserbad (Porzellanschale) in einer H,- 
Atmosphire. Ansiiuren des Riickstands und Aufnehmen mit 
Petrolither im Scheidetrichter. Wigung. Jodzahl nach Winkler, 
wobei natiirlich den Gewichtsmengen entsprechende Einschrin- 
kungen gemacht werden miissen. Auf je 25 mg _ fliissige 
Siure: 10 ccm n/10 Winklerlésung, 5 ccm Tetrachlorkohlenstoff, 
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2 ccm 10°/,ige Salzsiure. Stédpselflasche 150 ccm Inhalt. 
2 Stunden stehen lassen. 

Die bromierten Produkte kénnen nach dem Abdestillieren 
des Tetrachlorkohlenstoffs auf Hexa-, bzw. Tetrabromide 
gepriift werden. 


3. Analysenergebnisse bei normalen und pathologischen 
Meerschweinchennierenlipoiden. 


Wir erzeugten die fiir unsere Arbeit nétigen Degenerationen 
durch temporire Abklemmung einer Nierenarterie beim Meer- 
schweinchen nach dem Vorgange von Fischler.') Die Ab- 
klemmung wurde fiir die Dauer von 2 Stunden durchgefihrt, eine 
Zeit, die nach den Feststellungen der phatologischen Anatomen 
an die Grenze der Lebensfihigkeit der Nierenparenchymzelle: 
fiihrt, sie also degenerativ sehr schwer schidigt und eine regel- 
miBige Verfettung nach sich zieht. Die Tiere bleiben nach 
der Operation noch einige Tage am Leben, (um die Zellen dem 
Angriff des Blutstroms auszusetzen) und schlieBlich wurden 
sie durch Ersticken in Chloroform getétet. Die Nieren wurden 
sofort der chemischen Behandlung unterzogen. 

Unter Anwendung des eben beschriebenen Analysengangs 
wurden folgende Resultate erhalten: 


Meerschweinchen I. 


Beide Nieren normal: 
ee i a Pe eee ewe ey 


vi Gewicht 1,7 
b) rechte Niere ¥ i 


‘r 
old 


Trocknen mit Glaubersalz: 
Gesamtaitherextrakt, gelblich gefirbt, ziihe Beschaffenheit. 


Gewicht . .. .. . . . a) 47,3 mg = 2,78°/, der feuchten Niere 
Jewient . ...:'. » «» » Bae = See", ,, ‘ » 
Spaltangszahl der Niere a) = 43. 
* ‘3 5, b) = 63. 


Fettsiuren und Unverseifbares, bei gewohnlicher Temperatur 
erstarrend. 
Gewicht .... . . . . a) 88,8 mg = Restzahl 82. 
Gewicht ....... . b) 400 , = Restzahl 83. 


') Fischler, Uber den Fettgehalt von Niereninfarcten. Virchows 
Archiv 170, 100 (1902). 
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Unverseifbares, schwach gelblich gefirbt, gibt Cholesterinreakt. 








* Schmelzpunkt . . . a) und b) = 125° C. 
Gewicht . . . . . . . . a) = 12mg = 24°/, vom Atherextrakt. 
on Fettsiuren gelblich, salbenartige Konsistenz. 
le Gesamtsumme a) = 33,2 mg; b) = 34,1 mg. 
| davon feste a)= 8&3 ,, ; Schmelzp. 53° rein wei. 
davon fliissige a) = 14,9 ,, ; Jodzahl 130 etwas gelblich gefarbt. 
Hexabromidprobe negativ. 
Von der rechten Niere wurde die Jodzahl gleich bei den 
1. [2 Restzahlfettsiuren bestimmt, (die Fettsiuren enthielten das 
r- —  gesamte Cholesterin) Jodzahl = 78. Die Séurezahl von b) ist 
b- Mf grdBer als von a) weil a) erst nach 2 Tagen zur Extraktion 
10 [EE gelangte. Trotzdem ist die Restzahl bei beiden ungefahr gleich, 
» © weshalb man annehmen muB, daB die Spaltung nur eine 
nn (partielle ist, so daB die Endprodukte noch quantitativ ather- 
]- &  loslich sind. 
; Meerschweinchen II. 
" Normale Werte. Trocknen des Gewebes mit Calciumsulfat. | 
nN rt roe eee ey T 
in Niere * iilere ») 
rs ' Gewicht des feuchten Organs . . g 2,24 2.95 
Gesamtitherextrakt. . . . . | mg 50,6 53,2 
auf das feuchte Organ bezogen . . 5 2,27 2,36 
Spaltungszahl ...... . 39,5 58,3 
Fettsiuren + Unverseifbares . | mg 41,2 44,2 
| deveus Hestaami ...... : 81,4 83,0 
3° Unverseifbares. ...... - 14,2 14,9 
Schmelzpunkt in Fae eres “a — — 
auf den Atherextrakt hens: = a 28 28 
Fettsiuren, Gesamtfettsiuren . . | mg 23,4 25,6 
F J.-Z. = 108 
feste Fettsiuren . . feng 2 73 ~~ 
auf Gesamtfettsauren a eh o, 32,9 — 
| mittleres Molekulargewicht. . . . 248 — 
r | Schmelzpunkt ........ 53° — 
| flissige Fettsiuren. . . . . . | mg 14,4 -- 
innere Jodzahl . . . .... =. 129 — 











Bemerkung: Diese Tabelle zeigt uns wieder in den 
verschiedenen Spaltungszahlen die Wirkung der Gewebslipase. 
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Niere b) wurde um einen Tag spiter extrahiert als Niere a). 
die sofort in Angriff genommen wurde. 


Meerschweinchen III. 


Beide Nieren normal. Erhitzen 10 Minuten bei 100° im 
H,-Strom, 





in Kise a) Nie re b) 

Gewicht dés heeitinies eae. see g 1,7 1,7 
Gesamtitherextrakt. . . . . | mg 55,0 54,6 
auf das feuchte Organ bezogen . . 3,2 3,2 
Spaltungszahl .... 5 | 34,2 33,4 
Fettsiuren + Unver setPhbaves . | mg 44,5 44,5 
Geraus Mestsshi....... 81 81,5 
Umveresithares. . . . + 5% _ 19,2 20,4 
Schmelzpunkt . . . . ae 129° 130° 
auf den Atherextrakt bean a +. 34,2 37,4 
Fettsiuren, Gesamtmenge . . . | mg 21,5 21,2 
feste FettsBuren _— 5 7,0 6,4 
auf Gesamtfettsiuren htiiallasiaa ; WP 32,6 30,2 
mittleres Molekulargewicht. . . . 253 249 

Schmelzpunkt . . > Nee aes ee 530 53° 
fliissige Fettsiuren. . . . . . | mg 13,6 14,1 
innere Jodzahl 124 127 











Bemerkung: Bei der Trennung des Unverseifbaren vou 
den Seifen lit sich ein Arbeitsverlust von einigen mg nicht 
vermeiden, welcher hauptsichlich die Fettsiuren betrifft. Wabhr- 
scheinlich gehen wasserlésliche verloren. Das Unverseifbare 
scheint im Vergleich zu den bisherigen Werten indivuellen 
Schwankungen unterworfen zu sein. Diesmal wurde die 
erwiinschte Ubereinstimmung der Spaltungszahl trotz der zeit- 
lichen Differenz in der Verarbeitung der Nieren erhalten. Bei 
den folgenden Untersuchungen wurde daher stets auf 100° 


erhitzt. 
Meerschweinchen LV. 


GroBes kraftiges Tier. Temporire (2 Stunden) Abklemmung 
der linken Nierenarterie. 2 Tage zur Regeneration. Degenerierte 
Niere stark geschwollen mit Blutstauungen. Um das Becken 
blasse Stellen. 





b>——w 
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Niere Niere 














” normal degeneriert 

Gewicht des feuchten Organs . . g 2,6 3,5 
Gesamtitherextrakt. . . . . | mg 75,8 92,4 
auf das feuchte Organ bezogen . . a P 2;9 2,6 
Gosltumgenehl . .. 2 sw te 36,2 24,7 
Fettsiuren + Unverseifbares . | mg 61,2 79,2 
daraus Restzahl. ...... 80,8 85,7 
Unverseifbares . oa che eee i. 12,2 23,6 
Schmelgpunkt ...-.+.... 125° 117° 

auf den Atherextrakt bezogen. . . of, 15,9 23,3 
Fettsiuren, Gesamtmenge . . . | mg 46,9 53 

feste Fettsiuren . . . . .-: . ” 17,5 21,8 
auf Gesamtfettsiuren berechnet . . uo 37,3 41,2 
mittleres Molekulargewicht. . . . - 98 276 

Schmelzpunkt ....... .. 51,5° 51,5° 
flissige Fettsiiuren. .... . mg 28,4 30,8 
ee | | ae 137,7 132,5 


Bemerkung: Bei dieser Untersuchung finden wir also 
absolut genommen eine betrichtliche Vermehrung des Ather- 
extraktes der degenerierten Niere gegeniiber der normalen. 
Bezogen aber auf das Gewicht des feuchten Organs eher eine 
Abnahme. Ganz gegen die Erwartung ist der Abfall der 
Spaltungszahl, der auch bei den spiteren Versuchen beobachtet 
werden konnte. Auffillig ist die Zunahme der Restzahl. Das 
Unverseifbare ist deutlich vermehrt. Der Extrakt der degene- 
rierten Niere war entsprechend der Farbung des Organs dunkler 
gefirbt, als der der normalen. 


Meerschweinchen V. 


Jugendliches Tier. 11/, stiindige Abklemmung der linken 
Nierenarterie. 2 Tage zur Regeneration. 

Degenerierte Niere etwas geschwollen, mit kleinen In- 
farkten. 

Bemerkungen: Bei diesem Versuch differieren die Werte 
nur fiir die Restzahl und die innere Jodzahl. Es ist wahr- 
scheinlich, da8 die Nierenzellen infolge der nur 11/, stiindigen 


ae 
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: Niere Niere 
in 
normal degeneriert 

Gewicht des iene nine — g 2,25 2,75 
Gesamtitherextrakt. . . . .] mg 49,4 49,9 
auf das feuchte Organ bez. . . . » » 2,2 1,8 
Spaltungszahl ... . 34,0 33, 
Fettsiuren euliiecssttenine mg 40,7 43 
devaus Hesteshl.. ... ..5 -. 82,4 86,1 
Unverseifbares. ...... “s 10,4 12,0 
Semmelapumkt ..... 2s -* 128° 125° 
auf den Atherextrakt bez. . . . . | %, 21,1 24,0 
Fettsiuren 
Gesamtmenge in... . . . . | mg 29,2 29,4 
feste Fettsauren in ‘ 3S * 11,0 10,8 
auf Gesamtfettsiuren berschnet 1.9 *}, 37,9 36,8 
mittleres Molekulargewicht. . . . 258 — 
Schmelzpunkt ........ 51,0° 51,0° 
fliissige Fettsiuren. . ... . {| mg 16,2 17,3 
jemewe DOGO. wt 131 120 











Abklemmung noch nicht geniigend degenerierten. Wir hielten 
deshalb bei den Tieroperationen von nun an die zweistiindige 
Unterbindung der NierengefiBe ein. Auch die Regenerations- 
zeit wurde verliangert. 


Meerschweinchen VI. 


2 Stunden Abklemmung. 4 Tage leben lassen. Chloro- 
formtod. Kranke Niere verkleinert, bla’, mit kleinen In- 
farkten. 


Bemerkungen: Der Atherextrakt der degenerierten Niere 
war sehr schwach gefarbt, entsprechend der Farbe des Organs. 
Bei diesem Versuch ist absoluter Fettschwund zu verzeichnen. 
Die Spaltungszahl ist hier wiederum stark vermindert, die 
Restzahl erhéht. Ebenso ist die innere Jodzahl verringert. 
Ganz ahnliche Umstiinde finden sich in der Tabelle VII wieder, 
wobei eine viertiigige Regeneration ebenfalls zu einem Fett- 
schwund fiihrte. 
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Gewicht ¢ des Seaitinne Organs . 
Gesamtitherextrakt . 

auf das feuchte Organ bez. 
Spaltungszahl 


Fettsiuren + Unverseifbares . 


daraus Restzahl 
Unverseifbares . 
Schmelzpunkt . 

auf den Atherextrakt bez. 
Fettsaiuren 

Gesamtmenge 

feste Fettsiuren ; 
auf Gesamtfettsiuren aaimiens 
mittleres Molekulargewicht . 
Schmelzpunkt 

fliissige Fettsiiuren . 
innere Jodzah} 





mg 








Niere 


Niere 





normal | degeneriert 


Meerschweinchen VII. 
Kranke Niere — blaB ro eres 











Gewicht des feuchten Organs . 
Gesamtitherextrakt. 

auf das feuchte Organ bez. 
Spaltungszahl 


Fettsiuren + a en ; 


daraus Restzahl 
Unverseifbares . 
Schmelzpunkt ' 
auf den Atherextrakt lit 
Fettsiiuren. 


Gesamtmenge . 

feste Fettsiuren 

auf Gesamtfettsiiuren rarer oer 
mittleres Molekulargewicht . 
Schmelzpunkt. 

fliissige Fettsiuren . 

inmnere Jodzahl 





in 


mg 











2,3 2,1 
58,4 45,0 
2,54 2,14 
38,5 24,2 
48,2 40,1 
82,5 89,1 
14,8 14,2 
25.5 21,6 
29,4 22.9 
10,2 7,6 
35 33 
aise 254 
2,5° 52,5° 
i 14,7 
135 118 . 
Niere Niere 
normal degeneriert 
2,5 3,0 
58,0 42,8 
2,32 1,71 
35,6 21,6 
47,2 37,5 
81,8 87,6 
14,7 17,0 
25,0 39,7 
29.4 17,8 
9,1] 9,0 
30.9 28,1 
245 243 
93° 93° 
20,2 11,8 
132 104 
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4, Zusammenfassung 
und kritische Bewertung der gewonnenen Zahlen. 


Normaler Nierenextrakt. 


Die gefundenen Analysenwerte des normalen Extraktes 
weisen auf die auberordentliche Labilitét der Nierenlipvide hin. 
Charakteristische Merkmale hierfiir sind die hohen Spaltungs. 
zahlen (im Durchschnitt 35 = 17!/,°/, als Olsiure berechnet) 
der reichliche Gehalt an wasserléslichen Komponenten (trotz 
25—35°/, Unverseifbarem, Restzahlen von 81—83) und nich‘ 
zum Mindesten die hohe innere Jodzahl (mit kleinen Schwan- 
kungen etwa 132). 

Da die Hexabromidprobe negativ ausfiel, sind wir be- 
rechtigt, die Menge an Linolensiure als gering anzunehmen. 
Aus der Jodzahl berechnet sich deshalb das Verhiltnis der 
Olsiure zur Linolsiure (oder einem Homologen derselben) mit 
etwa 1:1. Nachdem die festen Fettsiuren ungefahr als ein 
Drittel der wasserunléslichen Gesamtfettsiuren gefunden wurden, 
wiren also Olsiure, Linolsiure und feste Siuren in annihernd 
iquivalenten Mengen vorhanden. Das mittlere Molekular- 
gewicht der festen Fettsiuren lag mit eiuer einzigen Aus- 
nahme unterhalb dem der Palmitinsiure, weshalb auf die 
Anwesenheit von Myristinsiure geschlossen werden darf. Bei 
Tier IV fand ich das Molekulargewicht 277 fiir beide Nieren. Es 
war ein groBes kraftiges Individuum, wihrend die anderen Ver- 
suchstiere sich noch in jugendlichem Zustand befanden. Auch das 
Nierengewicht von Tier IV war hoher als das der iibrigen Tiere. 

Am meisten scheinen die Werte des Gesamtitherextraktes 
bezogen auf das feuchte Organ individuellen Schwaukungen 
zu unterliegen. Sie diirften deshalb fiir die pathologische 
Beurteilung am wenigsten von Bedeutung sein. 

Der Uniterschied zwischen diesen Organfetten und den 
Depotfetten ist also in jeder Hinsicht stark ausgepriigt. Wiah- 
rend letztere gem’ ihrer physiologischen Rolle eine grofe 
Stabilitit aufweisen miissen, sind bei den Nierenlipoiden viele 
reaktionsfahige Gruppen vorhanden, z. B. freie Carboxyl- 
gruppen, zweifache Athylenbindungen. Der Gehalt an ‘Tri- 
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glyceriden kann nur ein geringer sein, worauf u. a. die niedere 
Restzahl hindeutet. Ganz besonders groB ist die Menge der 
unverseifbaren Substanz, der man nach Chalatows!) neuester 
Zusammenfassung eine groBe Bedeutung beim Auf- und Abbau 
der Fette zuschreibt. Das Cholesterin kann die sich im Organ 
im Uberflu8 bildenden freien Fettsiiuren binden, wobei sich eine 
{liissige krystallinische Phase ergibt (fliissige Krystalle). 

Die gewonnenen Zahlen iiber die Zusammensetzung des 
normalen Nierenextraktes berechtigen zu der Annahme, daB 
die Nierenlipoide einem regen Stoffwechsel unterworfen sind. 


Pathologischer Nierenextrakt. 


Die chemischen Verainderungen der Nierenzellfettsubstanzen 
pei der Zelldegeneration sind von auBerordentlichem Interesse 
fir die Erkenntnis des Lipoidabbaus; denn ohne Zweifel sind 
bei Degenerationszustinden der Zellen die aufbauenden Vor- 
singe in ihnen in den Hintergrund gedrangt. 

Wenn man den Atherextrakt der degenerierten Niere 
chemisch allg»meiner charakterisieren soll, so geschieht dies 
vielleicht am besten so, dab man eine Herabsetzung seiner 
Reaktionsbreite annimmt. Dies geht aus der Verringerung 
der Spaltungszahl und der inneren Jodzahl und aus der Er- 
hihung der Restzahl hervor. 

AuBerdem ist der absolute Lipoidgehalt der Zelle ver- 
mindert, wobei es unentschieden bleiben muB, ob diese Ver- 
minderung allein durch erhéhte Abfuhr der Lipoidspaltprodukte 
oder verminderte Zufuhr von Fettsubstanzen oder aus beiden 
Griinden erfolgt. 

Die Vorstellungen, die man sich auf Grund des Ver- 
haltens der Atherextrakte vom Abbau der Lipoidsubstanzen 
in der Zelle machen kann, miissen vor allem der wegfiihrenden 
Wirkung des Blutstroms Rechnung tragen. Der Gleichgewichts- 
zustand, welcher bei normalem Verhalten des Stofiwechsels 
zwischen Zelle und Blutstrom beziiglich Aufbau und Abbau 
vorausgesetzt werden darf, ist bei der Entartung der Zelle 


1) Die anisotrope Verfettung im Lichte der Pathologie des Stoff- 
wechsels. Jena, Verlag Gustav Fischer, 1922. 
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mindestens in der Weise gestért, daB die vorhandenen Spali- 
produkte in héherem Mafe entfernt werden kénnen, als dic 
Zelle die Fahigkeit ihres Ersatzes besitzt. Die angestellten 
Versuche zeigten nun, daB die ausschwemmende Wirkung des 
Blutstroms sich vorzugsweise auf die freien Fettsiuren (Abnahme 
der Spaltungszabl), die ungesittigten Fettsiuren (Abfall der 
Jodzahl), und die Kérper mit hoher Restzahl (Erhéhung der 
Restzahl) auBert. Diese Produkte miissen aber fiir einen normalen 
Stofiwechsel durch Abbau der schwerer spaltbaren Gebilde konti- 
nuierlich nachgeliefert werden, damit keine allmahliche An- 
reicherung an letzteren eintritt. Oder mit anderen Worten: 

Die Lipoide werden beim normalen Stoffwechsel durch 
Abspaltung von Fettsiuren im Gebilde mit niedrigerer Rest- 
zahl verwandelt, worauf ihre Léslichkeit in wiBrigen Medien 
(Blutfliissigkeit) steigt. Ob eine weitere Dekomposition in Fett- 
siuren oder eine physikalische Entfernung dieser Gebilde statt- 
findet, bleibe dahingestellt. Kin Abbau von Fettsaiuren voll- 
zieht sich iiber die ungesittigten, wobei die Linolsiure stark 
in Betracht kommt. 

Im folgenden sind die durchschnittlichen Werte der ana- 
lytischen Merkmale fiir die Atherextrakte beider Nieren der 
Versuchstiere wiedergegeben. 

















Mittelwerte der Versuchsergebnisse — — 
Niere Niere 

Gosnmtttherexteskt tis + ee 2,4 °/, 2,0 °/, 
Spaltungszahl . 2. . 2... , 35,8 26,0 
Restzahl ... . ete 81,8 87,1 
feste Fettsiiuren auf Gesanifotatun en 

RO ge 35,3 °/, 34,8 °/, 
ere Se oe ee 131,4 118,6 
Unverseifbares . . . 21,8 °/, 29,7 °/, 


DaB diese Diffevensen keine uliehins sein kinnen, ist 
naturgemaB; denn neben den Degenerationsvorgiingen miissen 
wir auch Regenerationserscheinungen annehmen, die denselben 
entgegenarbeiten. Da uns immer der Vergleichswert der 
anderen Niere bei ein- und demselben Tiere zur Verfiigung 
stand, konnten auch absolute Unterschiede festgestellt werden. 
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So zeigte sich z. B. bei dem stark vergréBerten Organ von 
Tier LV eine Vermehrung des Gesamtitherextraktes, prozentual 
aber eine Verminderung. Tier VI und VII hatten infolge der 
langeren Regenerationszeit (4 Tage gegen 2 Tage bei Tier IV) 
einen relativen und absoluten Fettschwund. 

Kine absolute Cholesterinfiltration war nur bei Tier IV 
nachweisbar. Bei den Versuchstieren VI und VII berechnet 
sich entsprechend der Abnahme des Gesamtitherextraktes trotz 
der annihernd gleichen Gewichtsmengen Sterin eine prozentuale 
Vermebrung des Unverseifbaren. Es ist nicht ausgeschlossen, 
daB auch in letzterem Falle nach einer primiren Zufuhr der 
Cholesterine bereits eine sekundire Abschwemmung derselben 
als Fettsiureverbindungen (sowohl physikalischer als auch 
chemischer Art) sich vollzogen hat. 


Zusammenfassung. 


1. Auf Grund allgemeiner Merkmale wurde eine Methodik 
zur Differenzierung sehr kleiner Lipoidmengen angegeben. 

2. Hierbei wurden Vorschlige fiir eine neue Nomenklatur 
(Restzahl, Spaltungszahl) unterbreitet. 

3. Die chemische Untersuchung der Meerschweinchen- 
nierenlipoide erwies deren auBerordentliche Kompliziertheit 
und Labilitait. Es sind viele reaktionsfaihige Gruppen vor- 
handen, z. B. leicht abspaltbare Fettsiuren, zweifache Athylen- 
bindungen, wasserlésliche Komponenten. Die Menge des Un- 
verseifbaren ist ebenfalls betrichtlich. 

4. Durch temporire Abklemmung der NierengetiiBe wurden 
experimentelle Nierendegenerationen erzeugt. 

5. Bei den Atherextrakten der degenerierten Organe zeigte 
der chemische Befund das Sinken ihrer Gesamtlipoidmenge, 
der Spaltungszahl, der inneren Jodzahl und das Steigen der 
Restzahl und der Sterinmenge. 

6. Diese Differenzen lassen die Erklarung zu, daB bei 
der Degeneration die Reaktionsfihigkeit der Lipoide deshalb 
herabgesetzt ist, weil die Bestandteile, die am leichtesten an- 
greifbar sind, zuerst vom Blutstrom entfernt werden. 


Zur Kenntnis des Inulins und der Inulase. 
IV. Mitteilung.’) 
Von 


Hans Pringsheim und Gerhard Kohn. 


(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Oktober 1923.) 


Theoretischer Teil. 


Die komplexen Polysaccharide stellen im festen Zustande 
wie auch in ihren kolloidalen Lésungen Assoziationsprodukte 
polymerer Elementarkérper dar. In der zusammenfassenden 
Darstellung ,Die Polysaccharide“*) wurde die Auffassung ver- 
treten, da® zwischen den assoziierenden und polymerisierenden 
Kraften ein Unterschied vorhanden sei, daB der Wirkungsgrad 
der ersteren in kolloidalen Liésungen unter dem Einflusse des 
Dispersionsgrades stehe, den ihm iuBere Bedingungen auf- 
zwingen, wihrend der Polymerisationsgrad eine im geldsten 
Zustande unverinderte GréBe darstelle. Als besonders beweis- 
kraftig fiir diese Anschauung kénnen die am Inulin gesammelten 
Erfabrungen gelten, demjenigen Polysaccharid zweiter Ordnung, 
dessen polymere MolekulargréBe zuerst und bis jetzt wohl auch 
am zuverlissigsten bestimmt wurde. 

Unsere Beweisfiihrung wird im folgenden experimentell 
erweitert: Wir kénnen zeigen, da sich Inulin beim Erhitzen 
in Glycerin’) unter bestimmten Bedingungen bis zum polymeren 





1) Friihere Mitteilungen. Chem. Ber. Bd. 54, 8S. 1281 (1921); Bd. 55, 
S. 1409, 1414 (1922). Vgl. auch: Hénig, Festschrift Dresden und 
Leipzig, 1923, S. 59. 

*) 2. Aufl. Berlin, Julius Springer, 1923, S. 203. 

°) Hénig und Schubert, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 8, 8. 529 (1887). 
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Grundkérper desassoziieren 14Bt und daraufhin in Wasser die 
an dem Acetylo-Inulin in organischen Lésungsmitteln ermittelte, 
aul 9 Fructosereste stimmende MolekulargréBe zeigt. Die 
in Wasser mit seiner relativ niedrigen kryoskopischen Konstante 
abgelesenen Depressionen wiirden als solche infolge ihrer Fehler- 
quellen fiir die Molekulargewichtsbestimmung nicht ausreichen, 
doch geniigen sie zur Festlegung der GréSenordnung, ja zur 
Feststellung, da& der Polymerisationsgrad nicht kleiner als 
8 und nicht gréBer als 10 Monoreste ist. 


Besonders bemerkenswert ist, da’ das desassoziierte Inulin 
seine assoziierenden Kigenschaften nicht verloren hat; in waBriger 
Lisung treten sie nach und nach wieder in Erscheinung, der 
kolloidale Lésungszustand wird zuriickgewonnen, und allmihlich 
scheidet sich das Inulin-Kristalloid aus der Lésung aus. 

Die Tatsache, daB sich das Inulin in der Pflanzenzelle im 
Gegensatz z. B. zur Starke in geliéstem Zustande befindet?), er- 
klirt sich vielleicht ebensogut wie durch die Wirkung von 
Schutzkolloiden durch die Annahme desassoziierender Kriifte, 
die durch eine schon beobachtete Inulo-Koagulase?) wieder auf- 
gehoben werden. 

Die Depolymerisation des Jnulin-Molekiils durch starkeres Erhitzen 
in Glycerin in thnlicher Weise wie das von Pictet*) an der Stirke 
ausgefiihrt wurde, ist uns infolge der bei fortschreitendem Erhitzen zu- 
nehmenden Freilegung reduzierender Bestandteile nicht gelungen. 

Fir die Bearbeitung der Inulin spaltenden Fermente 
erwies sich die Pilz-Inulase wiederum als am geeignetsten, da 
sie unter Laboratoriumsbedingungen in konstanter Weise zu 
beschaffen ist, wihrend man bei den Fermenten Inulin fithrender 
griiner Pflanzen nicht nur von der Jahreszeit, sondern auch von 
wechselnden ’uBeren Bedingungen, wie z. B. dem Feuchtigkeits- 
grade abhangig ist. Die von uns aus letzteren gewonnenen 
Fermentextrakte waren von sehr geringer Wirkung, wie iiber- 
haupt die Bearbeitung des ganzen Gebietes durch die schwache 


1, O. Tunmann, Ber. d. Deutschen Pharm. Ges. Bd. 20, S. 577 (1910). 

*) J. Wolf, C. R. Bd. 162, S. 514 (1916). 

5) Pictet und Jahn, Helvetia Chim. Acta Bd. 5, Bd. 640 (1922). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXIII. 6 
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Wirkungskraft der Fermentpriparate, selbst der unter unsere) 
optimalen Bedingungen gewonnenen, sehr erschwert wurde. 

Um die Grundlagen fiir die Bearbeitung der Inulase durch 
Festlegung des Optimums der Wasserstoffionenkonzentratioy 
wie der Kinetik zu legen, bedienten wir uns um der besserer 
Abmessung willen nicht wie friiher der Aceton-Dauerpriparate. 
sondern der PreBsifte des herangeziichteten Pilzmycels. 

Wir arbeiteten bei 37° und verfolgten den Fortgang der 
Spaltung nach der Bertrandschen Methode. Das Optimum 
der Aktivitat fanden wir bei p, = 8,8; nach der basischen Seite 
verliert das Ferment rasch, nach der sauren langsamer seine 
Wirksamkeit.’) 

Der kinetische Verlauf der Fermentspaltung entsprach 
innerhalb der auch bei anderen Polysaccharid spaltenden 
Enzymen beobachteten Fehlerqnellen der monomolekularen 
Reaktion; die dadurch gewonnene Konstante é gestattet uns, 
die Aktivitaét der Inulase entsprechend der von v. Kuler und 
Svanberg?) angegebenen Formel auszudriicken. 

Die Beschaffung des Substrates, des Inulins, machte unter 
den gegenwirtigen Verhiltnissen nicht geringe Schwierigkeiten, 
da die Trennung des Inulins von den ihm beigemengten Inuliden 
in gréBerem Mafstabe recht umstiindlich ist. Kéuflich war in 
Deutschland nur stark reduzierendes Inulin zu beschaffen.*) 

Aus Dahlien li8t sich Inulin leichter ohne reduzierende 
Begleitstofie als aus Zichorien darstellen, da beim Lagern der 
Zichorien schneller als der Dahlien fermentativer Abbau ein- 
tritt. Dahlien konnten wir in geniigender Menge nicht an- 
schaffen; am besten kamen wir zum Ziele, als wir ein uns vou 
Herrn Dipl.-Ing. Daniel‘) iiberlassenes Inulin, von dem wir 
friiher direkt verwendbare Proben in den Hinden gehabt hatten, 


') Siehe auch: Boselli, Ann. de l’inst. Pasteur Bd. 25, 8. 695 (1911). 

*) Diese Zs. Bd. 112, S. 193 (1920); Bd. 115, S. 179 (1921). 

*) 250 g eines von der Firma Siegfried in der Schweiz hergestellten 
Inulins wurden uns von Herrn Prof. Karrer zur Verfiigung gestellt, 
wofiir wir ihm unseren besten Dank aussprechen. 

*) Wir danken Herrn Dip.-Ing. Daniel, Deutsche Couleurfabrik in 
Berlin-Neukélln fiir sein Entgegenkommen. 











ren 


rch 
10n 
ren 
ate, 


dey 
um 
rite 
ine 


uch 
len 
ren 
Ns, 
ind 


ter 
en, 
len 

in 


ide 
ler 





Zur Kenntnis des Inulins und der Inulase. 83 


iiber die Barytverbindung reinigten. Das nach dieser Methode 
gereinigte Inulin wird von der Inulase langsamer und mehr 
der monomolekularen Reaktion gemiB als ein durch Alkoholfallung 
sewonnenes, noch Inulide enthaltendes, angegriffen; ebenso 
wirkt das Ferment schneller auf das durch Erhitzen in Glycerin 
desassoziierte Inulin, welches mit den Inuliden die Eigenschaft 
gréBerer Wasserléslichkeit gemeinsam hat. 

Im Laufe unserer Untersuchungen ergab sich, daB man 
bei langerem Wachstum des Pilzes aktivere PrefBsifte erhiilt 
als bei kiirzerem. Die Aktivitit des Extraktes ist stirker, 
wenn man den Pilz auf Inulin, als wenn man ihn auf Rohr- 
zucker ziichtet. Ausziehen der Mycelien mit 70°/,igem Glycerin 
war von keinem Vorteil gegeniiber dem mit Wasser. 

Durch Schiitteln mit Eisenhydroxydpulver laBt sich der 
Fermentextrakt ohne Fermentverlust reinigen und durch Dialyse 
unter Steigerung seiner Aktivitéit, allerdings unter einem Ver- 
luste von 85°/,, von Verunreinigungen befreien. 

Schon Wolf und Geslin!?) hatten gefunden, da Inulin 
durch Hefe nicht vergoren wird, jedoch geht daraus nicht ohne 
weiteres hervor, daB die Hefeinvertase ohne Wirkung auf 
das Inulin ist, vielmehr konnte der Nichteintritt des Inulins in 
die Hefezelle tihnlich wie beim Glykogen den Angriff der Hefe- 
fermente hindern. Wir fanden jedoch, daB eine auf Rohrzucker 
sehr wirksame Invertase reines Inulin und auch Glycerin-Inulid 
nicht angriff. Dagegen werden die reduzierenden Begleitstoffe 
des Inulins durch Invertase gespalten. Demzufolge wird auch 
ein Inulin, welches der Wirkung einer Salzsiure von Magen- 
aciditit ausgesetzt war, von Invertase entsprechend seinem 
nunmehrigen Gehalt an reduzierenden Inuliden gespalten, trotz- 
dem Salzsiure dieser Konzentration allein Inulin nicht einmal 
halb so schnell wie Rohrzucker hydrolysiert. Die Frage nach 
der Verdauung im Magen-Darmtractus, in dem man bisher 
keine Inulase aufgefunden hat, kann deshalb viel besser als 
durch die bloBe Magen-Salzsiiurewirkung durch die kombinierte 


1) C. R. Bd. 165, S. 651 (1918). Siehe auch: Grafe und Vouk, Zs. 
!. Girungsphysiol. Bd. 3, S. 327 (1913). 
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Wirkung dieser Salzsiiure und der Darminvertase beantwortet 
werden.?) 

Wir fanden im Prefsaft der Aspergillusmycelien eine In- 
vertase, welche Rohrzucker bedeutend energischer als die in 
demselben PreBsaft befindliche Inulase das Inulin spaltete. 
Durch sekundires Calciumphosphat?) wird diese Invertase 
schwiicher adsorbiert als die Inulase, so daB eine Trennung 
dieser Fermente durch fraktionierte Adsorption erreichbar sein 
diirfte. Auf diese Weise wird sich entscheiden lassen, ob der 
Invertase irgendeine Rolle beim Inulinabbau zukommt, oder 
ob die Vergemeinschaftung dieser Fermente im vorliegenden 
Falle nur zufilliger Natur ist. 


Am Schlu8 unserer Arbeit sind wir durch die Rockefeller- 
Foundation unterstiitzt worden, wofiir wir auch hier unsem 
Dank aussprechen. 


Experimenteller Teil. 


1. Substrat. Wir verwandten fiir unsere Versuche ein in 
folgender Weise gereinigtes Inulin: Das Rohinulin aus Zichorien 
wird in der zehnfachen Menge heiBen Wassers gelist, filtriert 
und nach dem Erkalten mit kalt gesittigter Barytlésung [auf 
1 Teil C,H,,0O, etwa 2 Teile BaOH),+8H,O] gefallt. Hs 
bildet sich dabei ein flockiger Niederschlag, der sich rasch 
setzt. Man dekantiert, wascht mit kalt gesittigter Barytlisung, 
nicht mit Wasser, und nutscht ab. Das Inulin-Baryum wird 
in Wasser eingetragen und unter Turbinieren mit Kohlensiure 
zersetzt, das ausgefaillte Baryumcarbonat filtriert, die Liésung 
auf ein kleines Volumen eingedampft, etwa noch ausgefallenes 
Baryumcarbonat entfernt und die Lésung durch Hinzufiigen 
von Alkobol auf 60 Volumenprozent gebracht. Nach einiger 
Zeit wird das ausgefallene Inulin abgenutscht, mit Alkohol 


1) Vgl. Ruth Okey, Jl. of Biol. Chem. Bd. 39, S. 149 (1920). 
Tomihide Shimizu, Biochem. Zs. Bd. 117, S. 217 (1921). — E. Sluiter, 
Nederl. Tijdschr. Geneeskunde Bd. 69, S. 2286 (1921). 

*) Vgl. Willstatter und Racke, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 423, 
S. 84 (1921). 
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gewaschen und in der Trockenpistole bei 80° im Vakuum 


getrocknet. 
Das so gewonnene Inulin enthalt 0,3°/, reduzierende Be- 
standteile auf Fructose berechnet. [a@]) = — 35,3°. 


Fir einige vergleichende Fermentversuche!) verwandten 
wir ein Inulin, das wir durch einfaches Umfallen des Rohinulins 
mit 60°/, Alkohol gereinigt hatten. Dieses Inulin enthielt 
0,4°/, reduzierende Bestandteile. 

2. Glycerinversuch. 20g Inulin wurden mit der vierfachen 
Menge durch Erhitzen auf 170° entwisserten Glycerins sorg- 
faltig vermengt und im Olbad zunichst in etwa 15 Minuten 
auf 156°, weiter etwa 15 Minuten von 156—160° und zuletzt 
noch 5 Minuten von 160—170° erhitzt. 

Die Lésung wurde nach dem Erkalten mit absolutem 
Alkohol versetzt, bis keine Fillung mehr eintrat, der aus- 
sefillte Kérper sodann abgenutscht, sorgfailtig mit absolutem 
Alkohol gewaschen, in wenig heiBem Wasser (etwa ¢fache 
Menge) geliést und Alkohol bis zu 60°/, hinzugegeben. Nach 
24 stiindigem Stehen trennten wir das ausgefallene Inulid von der 
Lisung durch Dekantieren, wuschen einige Male mit 60°/,igem 
Alkohol, zuletzt mit absolutem Alkohol und nutschten scharf ab. 

Der in der Trockenpistole bei 80° im Vakuum getrocknete 
Kérper stellt ein weiBes Pulver dar, das sich bereits in kaltem 
Wasser klar auflést. Je nach der Konzentration beginnt die Lésung 
nach einigen Stunden bzw. Tagen zuerst schwach zu opalisieren, 
und allmahlich scheidet sich der Kérper wie unverandertes 
Inulin wieder aus der Lésung ab. Kalt gesattigte Barytlésung fallt 
den Kérper nicht aus seinen klaren Lésungen in Wasser. — Die 
Ausheute betrug 30°/,. Dieser Kérper enthielt 0,72°/, redu- 
aerende Bestandteile auf Fructose berechnet. 

Wir analysierten den Kérper in lufttrockenem Zustande, 
in welchem er auf 1 C,H,,0, 1 H,O enthilt. 

0,1425 g Subst. gaben 0,2079 g CO, und 0,0890 g H,0. 

C,H,,0, + H,O (180,08) 
Ber. 39,99°/, C 6,71 °/, H. 
Gef. 39,79 6,94 


1) Siehe unten. 
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Optisches Verhalten: 


0,8962 g Subst. 12,0 g H,O, d= 1,01 (1-dm-Rohr), « = — 2,36° 


[a]3o = 34,8°. 
Molekulargewichtsbestimmung: 
0,3534 g Subst. 15 ccm Wasser 0,029° Depression — Molekulargew.: 1504 


0,6876g 4, 15cem # 0,046 ° “ ‘ 1844 
10389¢ ,, 1l5eceem ,, 0,065° “A ns 197] 
0,1695¢ _—s, 10 cem i 0,021 ° ™ rs 1498 


Molekulargewicht von (C,H,,O;), = 1458. 

Die letzte Molekulargewichtsbestimmung wurde der Kontrolle 
wegen mit einer neu hergestellten Substanz gemacht. 

3. Fermentversuche. Wir gewannen die Fermentextrakte 
aus den Mycelien von Aspergillus niger, den wir, wie 
in den friiheren Arbeiten beschrieben!), ziichteten. Die 
Mycelien wurden abgenutscht, gut gewaschen und mit Seesand 
zerrieben. Dann wurden sie mit einem Gemisch aus sechs 
Teilen Wasser und 1 Teil Citratpuffer (p, = 3,8 ent- 
sprechend dem Wirkungsoptimum) unter Zusatz von Toluol 
72 Stunden im Eisschrank ausgelaugt und die Lésung durch 
Dialyse von den reduzierenden Bestandteilen befreit. Die Dialyse 
wurde in einem rotierenden Sack aus Pergamentpapier gegen 
strémendes Wasser vorgenommen und war nach 48 Stunden 
beendet. 


























Tabelle 1. 
PreBsaft Ae oe ee Re. ie wee ea 
Anzahl zur Ziichtung verwandter| 6 | 9 6 9 4 6 | 6 
Erlenmeyerkolben 750cem; Fliis- auf 
sigkeitshéhe 3 cin) Zucker 
ge 
ziicht. 
Ausgelaugt mit ecm H,O (Gly-] 100] 80 [70 cem} 70 {70 cem] 70 | 70 
cerin) 70 Fy 70°), 
Gly- Gly- 
cerin cerin 
Nach der Dialyse aufgefiillt auf]100] 80 | 200 | 70 | 150 | 70 | 100 
ecm H,O 
Wachstumsdauer in Tagen 12113} 18 | 14] 15 | 15] 22 


1, a. a. O. S. 80. 
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Bei allen folgenden Versuchsreihen wurden Kontrollproben 
36°, ohne Fermentzusatz gemacht, um die Wirkung des Puffers 
allein auf das Inulin festzustellen. Die geringe Selbstreduktion 
des Substrates ist bei allen Werten abgezogen. Ferner werden 
stets folgende Abkiirzungen gebraucht werden: 


























(2) = verbrauchte ccm 3/,,n-KMnO,. 2 =mg Fructose 
499 — Kinwirkungsdauer des Fermentes bzw. des Puffers, in 
Stunden. 
sHle a) Bestimmung des Aciditatsoptimums: Es wurden 
verwandt je: 50 ccm 1°/,ige Inulinlésung, enthaltend 10 ccm 
kte Puffer und 5 ccm Ferment (PreBsaft V1).1) Es wurden zweimal 
wie je 25 ccm entnommen und die Fermentwirkung mit 10 ccm 
Die 5°/, iger Sodalésung unterbrochen. 
nd , 
Tabelle 2. 
chs 
ut- Spaltang nach 260 Minuten | Spaltung nach 500 Minuten 
“ | | durch durch durch — | durch durch durch 
ch | Puffer | Ferment | Ferment Puffer | Ferment | Ferment | 
"ge i Pu] allein allein allein Put allein allein allein 
on in (#) in (a) in & | in (a) in (a) in © 
a 22 | 1,05 7,50 240 [2,21] 1,80 oe a 
28 | 0,90 7,85 25,1 2,8} 1,50 18,30 62,1 
3.2 | 0,50 8,30 26,7 93,2] 0,75 18,80 64,0 
ae 3,8 0,10 8,55 27,5 3,8 0,20 18,90 64,3 
1 44 | 0,05 8,15 26,1 $44] 0,15 18,25 61,9 
4,951 0,00 7,30 23,3 94,95} 0,05 15,75 58,8 
, b) Aufstellung der Reaktionsgleichung: Abkirzungen 
fiir die folgenden 3 Versuchsreihen. 
a = Fructose bei vollstindiger Spaltung. & = Konstante 
der monomolekularen Gleichung. 
is Uber die anderen Abkiirzungen siehe oben. 
: Ks wurden verwandt: Je 20 ccm 4°/, ige Inulinlésung 
+ 10 ccm Puffer (p,, = 3,8) 
1 : + 10ccm Wasser 
+ 40 ccm Fermentlésung (bzw. 
2 Wasser bei den Kontrollversuchen) 


1) Siehe oben Zusammenstellung der verwandten PreBsifte. 
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Ferment- und Inulinlésung wurden im Brutraum bei 37° 
getrennt 2 Stunden vorgewirmt und die Zeit ¢ in Stunden 


von 


der 


dann erfolgenden Zusammengabe ab_ gerechnet. 


Bei den ersten beiden Entnahmen wurden je 20 ccm, bei 
den folgenden 10 ccm in je 10 ccm (5 ccm) 5°/,ige Soda- 
In den Tabellen sind die Reduktions- 
werte simtlich auf 20 ccm bezogen. 


lésung einpipettiert. 


Tabelle 3. 


Versuch mit PreBsaft IV.) 






































Spaltung Spaltung 
t durch Puffer | durch Ferment x/a a-— x k+10 
allein in (a) allein in x 
3 0,00 9,5 0,04 212,5 6,33 
6 0,05 16,9 0,08 205,1 5,73 
21 0,40 62,4 0,28 159,6 6,82 
30 0,50 93,4 0,42 128,6 7,90 
45 0,80 127,0 0,58 95,0 8,17 
69 1,10 147,5 0,67 14,5 6,87 
Tabelle 4. 
Versuch mit PreBsaft V.?) 
Spaltung Spaltung 
t durch Puffer | durch Ferment x/a a-x k + 10° 
allein in (x) allein in & 
1 0,00 4,70 0,02 217,3 9,29 
2 0,00 10,10 0,05 211,9 | 10,11 
4 0,05 19,00 0,08 203,0 9,71 
61), 0,10 29,00 0,13 193,0 9,30 
1), 0,15 31,40 0,14 190,6 8,83 
21 0,45 102,80 0,46 119,2 | 12,86 




















1) Siehe oben Zusammenstellung der verwandten PreBsiifte. 
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Tabelle 5. 
Versuch mit PreBsaft II.') 








Spaltung Spaltung 
t durch Puffer | durch Ferment aa a—@2 k +104 
allein in (x) allein in x 
1", 0,00 4,00 0,02 218,0 5,26 
3 0,05 8,60 0,04 213,4 5,72 
5 0,10 14,80 0,07 207,2 5,99 
1 0,10 19,20 0,09 202,8 5,61 
9 0,15 25,60 0,11 196,4 5,91 
14 0,20 44,20 0,20 177,8 6,89 
23 0,40 74,80 0,34 147,2 7,16 
38 0,55 102,20 0,46 119,8 7,65 
51 0,70 124,00 0,56 98,0 6,96 

















Dieser Versuch wurde in 2 Teilen unternommen, von 


1'/,—9 Stunden und von 14—51 Stunden. 


c) Wirkung des Fermentes auf verschieden ge- 


reinigtes Inulin: 


a) Reaktionskinetik: Versuchsbedingungen und Abkir- 


zungen wie in den letzten 3 Versuchsreihen. 


Tabelle 6. 
Versuch mit PreBsaft IV.') 








 Spaltung | Spaltung 
t durch Puffer | durch Ferment ala a— 2 k + 10° 
in (x) in & 





Mit Baryt gereinigtes Inulin 





























3 me 9,5. 0,04 212,5 6,33 
6 0,05 16,9 0,08 205,1 5,73 
21 0,40 62,4 0,28 159,6 6,82 
30 0,50 93,4 0,42 128,6 7,90 
45 0,80 127,0 0,58 95,0 8,17 
69 1,10 147,5 0.67 74,5 6,87 
Mit 60°/, Alkohol gereinigtes Inulin 
3 0,10 11,75 0,05 210,75 7,87 
6 0,15 22,50 0,10 199,50 1,18 
21 0,40 96,00 0,43 126,00 | 11,17 
30 0,55 121,80 0,55 100,20 | 11,51 
45 0,80 155,60 0,70 66,40 | 11,71 
69 1,10 167,00 0,75 55,00 8,78 


1) Siehe oben Zusammenstellung der verwandten PreBsifte. 
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Verhiltnis der mittleren Konstanten der in der angegebenen 
Weise gereinigten Inulinsorten: 0,00697 :0,00963 = 0,724. 

6) Bei verschiedener Aciditét: Versuchsbedingungen uni 
Benennungen, wie in der Versuchsreihe zur Ermittlung des 
Aciditatsoptimums. 


Tabelle 7. 
Versuch mit PreBsaft VI.) 





Spaltung nach 240 Minuten 
Pa | durch Puffer 
allein in (zx) 


Spaltung nach 500 Minuten 





dureh Ferment 
allein in «x 


durch Ferment durch Putter 
allein in a allein in (a) 














~ Mit Baryt gereinigtes Inulin 











2,2 0,90 | 18,5 1,65 39,70 

3,2 0,20 20,3 0,30 42,30 
Mit 60°/, Alkohol gereinigtes Inulin. 

2,2 0,95 | 24,00 1,65 58,34 

3,2 0,45 | 31,40 0,55 65,90 


d) Vergleich der Wirkung eines PreBsaftes auf 
Inulin und ein durch Erhitzen in Glycerin her- 
gestelltes Inulid: Es wurden verwandt: je 20 ccm Lésung, 
enthaltend 0,2 g¢ Inulin (Inulid) und 12,5 com Fermentlésung. 
EKinwirkungsdauer ¢ gleich 21 Stunden. 


Tabelle 8. 
Versuch mit PreBsaft Ila." 





Mit Inulin Mit Inulid 
x“ k-10° x | ke 10% 


11,50 | 1,1 22.7 | 2,2 





Quotient der Konstanten bei Inulin und I[nulid: 
0,0011 : 0,0022 = 0,5. 
e) Alter und Nabrsubstrat des Pilzes: Bei der 
Untersuchung der Frage, inwieweit die Aktivitit des Preb- 





1) Siehe oben Zusammenstellung der verwandten PreBsifte. 








it 


er 
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saftes von dem Alter des Pilzes und dem Nihrsubstrat ab- 
hiingt, verglichen wir die Reaktionskonstanten der verschiedenen 
PreBsifte in der Weise, daB wir dieselbe PreBsaftkonzentration 
in der Versuchslésung und dieselbe Menge Auslaugefliissigkeit fiir 
die in der gleichen Anzahl gleich groBer Gefi®e gewachsenen 
Mycelien der Berechnung zugrunde legten. Dieser Vergleich 
umfaBt auch zugleich die rein physiologischen Unterschiede, 
die beim verschieden langen Wachstum des Pilzes und bei 
verschiedenen Nihrsubstraten auftreten, was nicht bei einem 
Vergleich der Fermentstarken der Fall wire, in deren Formeln 
die Menge der Trockensubstanz enthalten ist. Die Proportio- 
nalitit der Wirkung verschiedener PreSsaftmengen wurde ge- 
trennt untersucht. Die gleichen Bedingungen waren die folgenden: 

1. Konzentration der Fermentlésung bei den Versuchen: 
5cem PreBsaft in 20 com Lésung. 2. Die in 6 Erlenmeyer- 
kolben von je 750 ccm Inhalt bei einer Fliissigkeitsschicht 
von 38cm gewachsenen Mycelien werden mit 100 cem Wasser 
ausgelaugt. 


Tabelle 9. 





PreBsaft Nr... .. I II Ul IV V VI 


Alter des Pilzes 12 13 14 15 15 22 
ALE 3 Tage Tage Tage Tage Tage Tage 

0 
Auslaugefliissigkeit | Wasser]Wasser | Wasser 40"lo. | Wasser| Wasser 


Glycerin 


teaktionskonstante 
Es Mees bea | 1,38 | 4,01 | 4,78 7,59 11,69 | 26,44 

















Tabelle 10. 








Nihrsubstrat bei gleicher Wachstums- 


dauer (13 Tage) k- 10° PreBsaft Nr. 


I si 5. cice 42 ce ee 0,71 2a 
a cee eee Bee 4,01 2 








f) Reinigung des Fermentes: Die erstmalige Reinigung 
der PreBsifte geschah durch Schiitteln mit EHisenhydroxyd- 
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pulver [auf 100 ccm PreBsaft 20g Fe(OH),}]. Die vorher triibe 
Lésung geht als klare hellgelbe Fliissigkeit durch das Filter, 
I. Trockengehalt vor der Reinigung: 5 com = 0,0360 g. 
II. Trockengehalt nach Schiitteln mit Fe(OH), :5 ccm 
0,0351 g. 
II. Trockengehalt nach Schiitteln mit Fe(OH), und Dia- 
lyse: 2ccm = 0,0014 g. 


Bh : k+g (Fructose) ae 

Nach der Formel: Sf = 9 (Priparat) ergab sich, als wi 

bei I und IT auf 20ccm 1 °/,iger Inulinlésung 5 com Ferment. 
lésung und bei III auf Sccm 1°/,iger Inulinlésung 2 ccm 


Fermentlésung verwandten: (¢ = 15). 


Tabelle 11. PreBsaft III.}) 








0,00902 -0,222 
I. BUF ae eer op = 59,4 = 22» 
/ 0,036 0,0556 x= 599, a 
0,00902+-0,222 
II. = : pn none te 5 = 59,4 t= 222 
0,035 0,0575 x 99, a 
0,00590-0,222 
III. Sf=- : REt nate = 4 , = 88.4 
¥ 0,0014 0,374 x = 16, a 8 


g) EinfluB eines Puffergemisches von Magen- 
aciditat (py = 1,77) auf Inulin. Es wurden verwandt: Je 
80 ccm 1°/,ige Inulinlésung, enthaltend 10 ccm Puffer (py = 
1,77). Bei den ersten 3 Proben wurden je 20 ccm, bei den 
letzten beiden je 10 ccm entnommen und in die Sodalésung 
einpipettiert. Berechnet sind alle Zahlen auf 20 ccm. Bei 
volistiindiger Spaltung entstehen aus 200mg Inulin, 222 me 


Fructose. 
Tabelle 12. 











t (x) x 
1 0,00 0,00 
2 0,65 2,00 
4,2 2,60 8,00 
6 3,60 11,20 
28 19,40 62,80 





1) Siehe oben Zusammenstellung der verwandten Prefsiifte. 





_ “~~ —" 
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h) Wirkung von Invertase auf Inulin, das bei 
Magenaciditat vorbehandelt wurde: Als Fermentlésung 
verwandten wir eine durch 4tigige Toluolautolyse bei 37° 
hergestellte Invertaselésung (auf 25g Bickerhefe 100 ccm 
Wasser), die wir nach Michaelis?) mit Kaolin reinigten. Ver- 
suchsbedingungen: 

I. 20 ccm 4°/, Inulin + 30ccm Wasser + 10 ccm Puffer 
(px = 1,77) werden 24 Stunden bei 37° in den Brutraum gestellt. 
Nach Ablauf der Zeit wird mit 10 ccm entsprechendem Puffer 
die Lésung auf py = 3,8 gebracht und 10 ccm der Invertase- 
lisung hinzugegeben. 

II. Wie I mit dem Unterschied, dab statt 10 ccm Inver- 
taselésung 10ccm Wasser verwandt wurde (zur Feststellung 
der Pufferwirkung allein. 

Il]. 24 Stunden nach Ansetzen der ersten beiden Versuche 
wurden angesetzt: 20ccem 4°/, Inulin + 30ccm Wasser + 
20cem Puffer py = 3,8 + 10 ccm Invertaselésung. 

IV. Zur gleichen Zeit wie If] wurden angesetzt: 50 ccm 
Wasser + 20 ccm Puffer py = 3,8 + 10 ccm Invertaselésung (zur 
Feststellung der Kigenreduktion der angewandten Invertaselésung). 

Von I wurden nach 15°%/, und 39 Stunden (also im ganzen 
nach 39%/, und 63 Stunden) je 10 ccm, von II, III und IV je 
20cem entnommen. Berechnet sind alle Zahlen wieder auf 


20cem. 
Tabelle 13. 





Nach 15°/, Stunden | 


| Nach 39 Stunden 





I | 2920 | 1040 | 29,80 | 1050 

| 
II 10,75 35,0 10,90 | 35,5 
Ill 350 | 27,8 | 850 | 27,8 
ae 7,00 33.8 | 7,00 | 22,3 


Bemerkungen zu der vorstehenden Tabelle: 
a) I—(II + IV) zeigt, wieviel Inulin bei py = 3,8 von <>. 


Invertase nach Vorbehandlung bei py = 1,77 gespalten wurde. 








*) Praktikum der physikal. Chem. Berlin 1921. 
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b) LII—IV zeigt, wieviel Inulin bei py = 3,8 von der In. 
vertase ohne Vorbehandlung gespalten wurde. 

c) Resultat: Das durch die Invertase gespaltene Inulin be- 
trigt also nach Abzug der durch den Puffer allein und durch 
die Kigenreduktion der Invertase hervorgerufenen Reduktion: 


Tabelle 14. 





x nach 15°/, Std. x nach 389 Std. 


Nach 24 Std. Vorbehandlung 
bei pp=1,77 ....~. 7 47,2 


Ohne Vorbehandlung . . . 5,0 | 5,0 








Wir wiederholten den Versuch zur Kontrolle mit eine: 
in der oben angegebenen Weise ausdyalisierten Invertaselésung. 
Versuchsbedingungen: 

I. 5cem 4°/, Inulin+7,5 ccm Wasser + 2,5cem Puffer 
Po = 1,77 wurden 24 Stunden bei 37° in den Brutraum ge- 
stellt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Lésung mit 2,5 ccin 
entsprechendem Puffer auf py = 3,8 gebracht und 2,5 ccm de: 
Invertaselésung hinzugegeben. 

II. Wie I mit dem Unterschiede, da’ statt 2,5 ccm In- 
vertase 2,5 ccm Wasser verwandt wurden (zur Feststellung de: 
Pufferwirkung allein). 

III. 24 Stunden nach Ansetzen der ersten beiden Ver- 
suche: 5 cem 4°/) Inulin + 5cem Puffer py = 3,8 + 5ccm In- 
vertaselésung + 5 ccm Wasser. 

Von I und II wurden je 10ccm, von III je 20 ccm nacl: 
15 Stunden (also im ganzen 39 Stunden) entnommen. In 
Resultat sind die Zahlen wieder auf je 20 ccm berechnet. 


Tabelle 15. 





Spaitung in 





(x) | x 
I 10,20 33,1 
Il 5,20 16,4 





II] 1,65 | 5,2 





be 
wt 
Re 


PH 
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Resultat: a) I-—-Il zeigt, wieviel Inulin nach der Vor- 
behandlung durch die Siure von der Invertase gespalten 
wurde (nach Abzug der durch den Puffer allein hervorgerufenen 
Reduktion). b) III gibt die Spaltung durch die Invertase bei 


Pu = 3,8 an. 
Tabelle 16. 





Spaltung durch die Inver- 
tase in w nach 15 Stunden 


Nach 24 Stunden Vorbehand- 
lung bei py=1,77. . . 33,4 





~ 


Ohne Vorbehandlung. . . 5, 


p 


i) Wirkung von Invertase auf Inulid (durch Er- 
hitzen in Glycerin gewonnen) verglichen mit der auf 
Inulin: Zum Versuch wurde ausdialysierte Hefeinvertase ver- 
wandt: ferner je 20 ccm einer 1 °/, igen Inulid (Inulin-)Lésung, ent- 
haltend 5 ccm Invertaselésung. Einwirkungsdauer des Fermentes 


t= 15 Stunden. 
Tabelle 17. 








(a) v °/, Fructose 
Inulid . . . 2,65 8,9 4,0 
Inulin... 1,50 5,0 2.3 








Aus dieser Untersuchung kann man den Schluf ziehen, 
daB beim Inulin sowohl als auch beim Inulid nur die redu- 
ierenden Bestandteile hydrolysiert wurden. 

k) Vergleich der Wirkung des PreBsaftes auf 
Inulin und Rohrzucker. Es wurden verwandt: je 16 ccm 
1°/, iger Inulin (Rohrzucker-)Lésung, enthaltend 5 ccm Ferment- 
lisung (PreBsaft II).1) ¢ = 15 Stunden. 

Tabelle 18. 























(x) x a-—-« i: + 10° 
Inulin . 5,70 18,00 | 159,60 3,09 
Rohrzucker . | 24,40 85,80 91,80 19,10 


1) Siehe oben Zusammenstellung der verwandten PreBsifte. 








96 H. Pringsheim und G. Kohn, Zur Kenntnis des Inulins usy. 


Verhiltnis der Konstanten: 
Bie & (Rohrzucker) 
k (Inulin) 

1) Adsorptionsversuch mit sekundirem Calcium. 
phosphat. 15 ccm Fermentlésung, enthaltend 1,9118 ¢ 
(NH,),HPO,, wurden mit entsprechend viel Calciumchloridlésung 
versetzt (nach Fiallung insgesamt 30 ccm). Nach 1 Stunde 
wurde filtriert und das Filtrat in der oben angegebenen Weise 
dialysiert. 

Versuchsbedingungen: Ks wurden verwandt: 

I. 2'/,ccm der urspriinglichen Fermentlésung + 2?/, ccm 
4°/, iges Inulin + 2'/, com Puffer py = 3,8 + 21/, com H,0. 

lI. Wie I. mit dem Unterschiede, daB statt Inulin Rohv- 
zucker verwandt wurde. 

III. 5 cem des dialysierten Filtrates + 2'/, com 4°/, iges 
Inulin + 2'/, com Puffer py = 3,8. 

IV. Wie III. mit dem Unterschiede, da8 statt Inulin Rohr- 
zucker verwandt wurde. 

Bemerkung: Bei III und IV wurde die doppelte Ferment- 
menge angewandt, weil die Fermentlésung nach der Fallung 
auf das Doppelte verdiinnt war. ¢ = 15 Stunden. 





wt. 


Tabelle 19. 























(a) x a—x |xfa in %}| k-10° 

I 10,35 33,6 77,4 30,3 10,44 

Tl 28,95 | 103,2 7,8 93,0 76,88 

ll 3,00 9,3 101,7 8,4 2,58 

IV 19,30 65,9 45,1 59,4 26,08 
—s k (vor Adsorption) 4,13. 





k (nach Adsorption) Kil 


Rohrzucker: ‘to a. 595. 





k (nach Adsorption) — 
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Uber das Porphyrin der menschlichen Faeces. 
(I. Mitteilung.) 
Von 


A. Papendieck. 





‘Aas dem Chemischen Laboratorium des Allg. Krankenhauses Hamburg-Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. November 1923.) 


Vor einiger Zeit habe ich in dieser Zeitschrift tiber Vorkommen 
und Art des in normalen menschlichen Faeces gefundenen Porphyrins 
berichtet.') Meine Ausfiihrungen bediirfen im Hinblick auf zwei kiirzlich 
erschienene Arbeiten von Hans Fischer der Erginzung und gleich- 
zeitig verschiedene Bemerkungen Fischers der Berichtigung bzw. Richtig- 
stellung, da sie geeignet sind, iiber die Ergebnisse meiner Untersuchungen 
MiBverstiindnisse aufkommen zu lassen. 

I. Fischer’) schreibt als Folgerung aus Versuchen, die er an- 
gestellt hat: ,,Wir kommen also zu dem Resultat, daB die exogene Por- 
phyrinbildung im Gegensatz zu der Ansicht von Papendieck voll- 
kommen bedeutungslos ist.“ 

Offenbar hat er mich hier véllig miBverstanden. Denn daB die 
exogene Bildung von Porphyrin irgendeine besondere ,,Bedeutung“ fiir 
den Gesamtorganismus hat, d. h. in diesem Falle, daB das exogene Por- 
phyrin photosensibilisierend und dadurch schadigend wirkt, habe ich 
nirgend ausgesprochen, wie ich denn in meiner damaligen Abhandlung 
das Thema lediglich vom chemisch-analytischen Standpunkt betrachtet 
habe, ohne auf die toxischen Eigenschaften der Porphyrine einzugehen. 
Wenn ich schreibe: ,,I[ch glaube somit zu der Ansicht berechtigt zu sein, 
daB der exogenen Porphyrinbildung eine gréBere Bedeutung zukommt 
als Giinther annimmt, vielleicht eine Bedeutung, die der der endogenen 
nicht nachsteht‘‘, so will ich damit zum Ausdruck bringen, da8 ich auf 
Grund meiner Versuche annehme, daB die exogene Porphyrinbildung 





) A. Papendieck, Diese Zs. Bd. 128, S. 109 (1923). 
*) H. Fischer, Miinch. med. Wochenschr. 1923, S. 1143. 


— 
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fiir das Vorkommen von Porphyrin im Darm eine gréBere 
Rolle spielt als die endogene Bildung, die Giinther fiir ausschlag- 
gebend hilt. Diese meine Feststellung ist durch Fischer und Schnelley 
bestitigt worden. — Eine Klarstellung der Verhiltnisse gerade in diese; 
Richtung (im Hinblick auf Giinthers entgegengesetzte Ansicht) war 
praktisch wichtig, weil davon die Méglichkeit der Bewertung der 
Snapperschen Stuhlprobe abhingt. 

If. Ferner schreibt Fischer in der Miinch. med. Wochenschrift 
wortlich (und in dieser Zeitschrift’) dem Sinne nach das gleiche): 
,»Papendieck hat weiter festgestellt, daB im Kot fleischfrei erniibrter 
Menschen kein Porphyrin nachweisbar ist. Auch hier ist er wieder 
demselben MiBgeschick verfallen wie Schumm“. (Unter ,,MiBgeschick“ 
versteht Fischer Anwendung von Ather als Extraktionsmittel fiir das 
Porphyrin anstatt Essigester und Trocknung mit Natriumsulfat.) 

Dagegen betone ich, da8 ich erstens in den in Frage kommenden 
Versuchen Essigester nach Snappers Vorschrift angewandt und nicht 
mit Natriumsulfat getrocknet habe, wie auf 8. 111 und 112 meiner Mit- 
teilung zu ersehen ist. 

Zweitens verarbeitete ich, entsprechend dem Brauche Snappers’) 
nur geringe Mengen Kot, worin dann allerdings kein Porphyrin nacb- 
weisbar war. Bei unserer noch unvollkommenen Kenntnis der im Kot 
auftretenden Farbstoffe pflegen wir nur eindeutig bestimmbare Spektral- 
befunde, sei es im positiven oder negativen Sinne zu verwerten. Beim 
Einhalten dieses Brauches mu8 Porphyrin in den kleinen Mengen Kot 
als nicht nachweisbar gelten. Fiir den Kliniker ist ja nur wichtig, ob 
in den kleinen Mengen Kot, die allgemein bei der chemischen Unter- 
suchung auf Blut angewandt werden, Porphyrin nachweisbar ist oder 
nicht. DaB bei Verarbeitung gréBerer Mengen Kot vielleicht stets Por- 
phyrin nachgewiesen werden kann, soll durchaus nicht von der Hand 
gewiesen werden. Meine Ansicht in dieser Frage habe ich s. Zt. 
lediglich in folgenden Sitzen zum Ausdruck gebracht: ,,Vor allen Dingen 
scheint mir bei gesunden Individuen eine starke Abhingigkeit zu be- 
stehen zwischen dem FleischgenuB (also der Gegenwart von Blutfarbstoti 
im Magen-Darmkanal) und der Ausscheidung von Porphyrin. Die Menge 
des aus anderen Quellen (Galle?) stammenden Porphyrins ist gering im 
Vergleich zu der nach Fleischgenu8 auftretenden Menge.“ 

III. Ich habe dann weiter festgestellt, daB in dem von mir fiir 
meine Versuche verwandten Rindfleisch Porphyrin nicht nachweisbar war. 

Fischer hilt diesen Befund nicht fiir beweisend. Er ist der Av- 





1) H. Fischer und K. Schneller, Diese Zs. Bd. 130, S. 30: 
(1923). 

®) GemaB einer frdl. persdalichen Demonstration des Herrn Prof. 
Snapper im hiesigen Laboratorium. 














Uber das Porphyrin der menschlichen Faeces. 99 


sicht, man miisse ,,das Fleisch durch Fiulnis total zerstéren‘‘ oder wie 
er an einer anderen Stelle sagt ,nach Aufschlu8 durch Fiulnis“ ver- 
arbeiten. 

Uber die Berechtigung dieser Forderung Fischers will ich mich 
hier nicht auslassen. Ich kann da nur auf eine demniichst erscheinende 
Arbeit von Schumm verweisen, die diesen Gegenstand behandelt. So 
viel ist gewi8: falls wirklich im frischen Fleisch geringe Spuren von 
Kotporphyrin vorgebildet sein sollten, so reichen diese doch bei weitem 
nicht aus, um derart stark positive Kotporphyrinbefunde in immerhin 
nicht groBen Stuhlmengen zu ergeben, wie ich sie regelmiBig schon 
nach miBigem Fleischgenu8 beobachtet habe. Es bedarf dazu unbedingt 
noch des nachtriglichen Entstehens einer ganz betrichtlichen Menge. 

IV. Auf S. 309 ihrer Abhandlung in dieser Zs. schreiben dann 
weiter Fischer und Schneller: ,Spektroskopisch hat Papendieck 
in seiner vor kurzem erschienenen Arbeit offenbar Kimmerers Por- 
pbyrin ebenfalls beobachtet, dadurch, da8 er aus der 25°/, igen salzsauren 
Lésung der Porphyrine das Kotporphyrin mit Chloroform extrahierte.“ 

Ich habe niemals Kotporphyrin aus Salzsiure mit Chloroform extra- 
hiert (das ist niimlich nicht méglich, wie Fischer auch zugibt), im 
Gegenteil habe ich besonders hervorgeboben, daB das Porphyrin, das 
neben dem Kotporphyrin von mir zuerst im Kot gefunden wurde, im 
Gegensatz zu den bisher bekannten natiirlichen Porphyrinen aus salz- 
saurer Lésung unmittelbar in Chloroform iberfiihrbar ist. 

Fischer identifiziert diesen Stoff mit dem Porphyrin, das Kim- 
merer durch Einwirkung gewisser Bakterien auf Blut in vitro erhalten 
hat, wofiir der direkte Beweis noch nicht erbracht ist, wenn auch die 
Zahlen fiir die Absorptionsstreifen einigermaBen iibereinstimmen. *) 


1) Die Ergebnisse meiner Untersuchungen tiber das normale Faeces- 
Porphyrin habe ich bereits am 20. Februar 1923 in der biolog. Abtlg. 
des drztl. Vereins in Hamburg kurz mitgeteilt. 


Das Vorkommen der Arginase in verschiedenen Bakterien. 
Von 
Saburo Hino (aus Japan). 


(Aus dem Institut fir Eiweififorschung und dem hygienischen Institut zu Heide!berg. 
(Der Redaktion zugegangen am 2. November 1923.) 


Nachdem A. Kossel und H. D. Dakin?) die Arginase als 
ein in der Leber vorhandenes, Arginin hydrolytisch spaltendes 
Ferment entdeckt hatten, hat Edlbacher?) ihre Verbreitung 
im tierischen Organismus systematisch verfolgt. Er hat sie 
hier nur in einem Organ: der Leber vorgefunden. Sie ist 
aber nicht in der Leber aller Tierarten vorhanden, insbesondere 
fehlt sie in der Leber der Végel und der Reptilien. Diese Be- 
funde stehen im Gegensatz zu friiheren Angaben, z. B. war die 
Arginase von friiheren japanischen Forschern auch als Bestandteil 
des Stierhodens angegeben worden’). 

Ich habe mich bemiiht, die Arginase mit Hilfe der Formol- 
titrierung im Pankreassekret des Hundes nachzuweisen, welches 
ich durch temporire Fistel mit Hilfe der Sekretininjektion 
gewonnen hatte, aber ohne Erfolg. Die Arginase fand sich 
weder in einem reinen Pankreassaft noch in dem mit 
Darmsaft gemischten Sekret. Da somit die freie Arginase 
in Darmlumen nicht vorkommt, wird man die Frage aufwerfen, 
ob nicht das Arginin, dessen Entstehung durch Trypsin von 





1) Kossel und Dakin, Diese Zs. Bd. 42, S. 181 (1904). 

*) Edlbacher, Diese Zs. Bd. 95, S. 81 (1915). 

8) Mochizuki und Kotake, Diese Zs. Bd. 48, S. 165 (1904); 
Totani und Katsuyama, Diese Zs. Bd. 64, S. 345 (1910). 
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Kutscher’) nachgewiesen ist, durch Bakterienwirkung im 
Darm weiter verindert wird. 

Die Beantwortung dieser Frage ist nicht nur fir die Be- 
urteilung der Vorginge im Darmkanal von Bedeutung, sondern 
auch von allgemeinem Interesse vom Standpunkt der Bak- 
teriologie und ihre experimentelle Untersuchung wird dadurch 
erleichtert, daB neuerdings von A.Kossel und E. Gross?) eine 
Methode angegeben ist, welche die Darstellung des Arginins 
in gréBeren Mengen ermdglicht. 

DaB die Bakterien proteolytische Fermente besitzen, ist 
allgemein bekannt. Fiir die folgenden Untersuchungen ist be- 
merkenswert, daB Kmmerling’) die proteolytischen Wirkungen 
lebender und abgetéteter Kulturen von Bac. fluorenscens priifte 
und als Spaltungsprodukte verschiedene Aminosiuren, besonders 
Arginin fand; dieses Arginin blieb bei der weiteren Kinwirkung 
der Bakterien unzersetzt. K. Shiga‘) stellte das Vorkommen 
der Arginase im HefepreBsaft mit Hilfe der alteren gewichts- 
analytischen Methode fest. Edlbacher kam spiter durch 
Formoltitrierung zu abweichenden Ergebnissen5). Um zu unter- 
suchen, ob das Arginin die Muttersubstanz der d-Aminovalerian- 
siure ist, lie’ Ackermann’) d-Arginincarbonat bei soda- 
alkalischer Reaktion 16 Tage lang faulen. Dabei wurde die 
faulnis durch eine Spur fauliges Pankreasgewebe angeregt und 
die Masse an einem warmen Ort stehen gelassen. Er konnte 
optisch-inaktives Ornithin isolieren. 

Durch diesen Versuch ist sichergestellt, daB das d-Arginin 
durch gewisse Bakterien gespalten wird, dagegen bleibt die 
Frage, welche Bakterien Arginin spalten kénnen, noch ganz unklar. 





1) Kutscher, Diese Zs. Bd. 25, S. 195 (1898). 

*) A. Kossel und E. Gross, Vorliufige Mitteilung in Sitzungsber. 
d. Heidelberg. Akad. d. Wissenschaften, math.-naturw. Klasse 1923. 
Die ausfiihrliche Mitteilung erscheint demniichst in dieser Zeitschrift. 

5) Emmerling, Chem. Ber. Bd. 35, S. 700 (1902); Kruse, Mikro- 
biologie Kap. IX, S. 489 (1910). 

*) Shiga, Diese Zs. Bd. 42, S. 502 (1904); Kruse, Mikrobiologie 
Kap. IX, 8. 494 (1910). 

5) Edlbacher, Diese Zs. Bd. 100, S. 115 (1917). 

6) Ackermann, Diese Zs. Bd. 60, S. 482—501 (1909). 
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Ich habe eine Reihe von Versuchen angestellt, um die 
hydrolytische Wirkung verschiedener Bakterien auf Arginin 
zu priifen. 

Zunichst ziichtete ich in einem 100 ccm Erlenmeyer- 
kélbchen Bakterien auf der folgenden Nahrlésung, welche gar 
kein KiweiB aber Arginin enthielt. Als Grundlage der Nihr- 
lésung diente folgendes Salzgemisch: 

0,1°/, K,HPO, 0,05°/, MgSO, 0,02°/4 NaCl. 

Spuren von FeSO, und Calciumphosphat. 

Zu 15 ccm dieser Nahrlésung wurden 1,5 ccm der folgenden 
2°/, Argininlésung hinzugefiigt. Das zu den Versuchen ver- 
wendete Arginin wurde aus dem Globulin von Arachis hypogaea 
durch Siurehydrolyse als Carbonat dargestellt und als Chlorid 
verwendet. Das Carbonat wurde in Wasser gelést und unter 
Zuhilfenahme von Phosphatmischungen mit verdiinnter Salzsiure 
gegen Azolithminpapier genau neutralisiert, dann wurde Wasser 
zugesetzt bis ungefahr eine 2°/,ige Konzentration des Arginins 
erreicht war. Das Salzgemisch und die Argininchloridlésung 
waren sorgfialtig sterilisiert. In dieser Lésung wurde der 
Gesamtstickstoff nach Kjeldahl] bestimmt. 

Zur vorliufigen Orientierung habe ich 5 Arten von Bak- 
terien auf dem so bereiteten Naihrboden in der Menge von 
2 Osen ausgesiit und 3 Tage bei der nebenbezeichneten Temperatur 


geziichtet. 
1. Bact. coli commune (N. 918) 
2. Bact. coli commune (N. 940) | a C. 
3. Bac. pyocyaneus (Freiburg) 


Nach drei Tagen wuchs 3. am besten, 1. maBig gut, 2. ist 
etwas schlechter als 1. 


4. Bac. mesentericus vulgatus 
5. Bac. fluorescens 


| 230 C. 


Nach drei Tagen wiichst 5. sehr gut und 4. wichst mabig. 
Um einen vorliufigen Anhalt iiber die durch diese Bakterien 
hervorgerufenen Prozesse zu gewinnen, habe ich si&mtliche 
Kulturlésungen auf Ammoniak gepriift. Es fand sich kein 
Ammoniak in den Kulturlésungen von Bact. coli (N. 918, N. 940) 
und von Bac. mesentericus vulgatus. Im Gegensatz dazu 
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konnte ich in der Kulturlésung von Bac. pyocyaneus und von 
Bac. fluorescens deutlich Ammoniak nachweisen. Demnach 
habe ich letztere vorwiegend zu meinen weiteren Versuchen 
benutzt. 


I. Spaltung des Arginins durch Bae. pyoeyaneus. 


Meine Versuche mit dem Bac. pyocyaneus sind dreierlei 
Art. Zuniichst arbeitete ich mit den lebenden Kulturen, um 
die Menge des bei der EKinwirkung auf Arginin entstehenden 
Ammoniaks festzustellen (A). Weiterhin priifte ich die Ein- 
wirkung der abgetéteten Kulturen und zwar der Bakterien- 
leiber einerseits und der filtrierten Kulturfliissigkeit andrer- 
seits (B). In allen diesen Fallen benutzte ich d-Arginin, der 
dritte Versuch sollte die Frage entscheiden, ob auch das 
|-Arginin von den abgetéteten Kulturen angegriffen wird (C): 


A. Ammoniakbildung durch lebende Pyocyaneuskulturen. 


Zur quantitativen Bestimmung des bei der Fermentwirkung 
erzeugten Ammoniaks stellte ich eine Kulturfliissigkeit her, 
welche in 15 ccm der Salzgemischlésung 5 ccm der 2°/, Lésung 
von Argininchlorhydrat enthielt und brachte je 20 ccm davon 
in ein Erlenmeyerkélbchen. Vier so _ beschickte Kélbchen 
blieben nach der Beimpfung mit 2 Osen Agarkultur verschieden 
lange — 1, 2, 3, 4 Tage — im Brutofen stehen. Die wihrend des 
Versuchs aus dem Girungskélbchen entweichenden Ammoniak- 
mengen wurden jeweils in einem Kélbchen aufgefangen, welches 
10 com n/50-Schwetelsiiure enthielt und gegen den Zutritt von 
Ammoniak aus der Zimmerluft in geeigneter Weise geschiitzt 
war. Nach Ablauf der Versuchsdauer wurde das iibergetretene 
Ammoniak, dessen Menge stets gering war, durch Titration 
der n/50-Schwefelsiiture bestimmt. Ferner wurde die in 
der Girungsfliissigkeit vorhandene Ammoniakmenge in 3 ccm 
der Girungsfliissigkeit nach der Folinschen Mikromethode 
festgestellt. AuBerdem wurde in 5 ccm derselben Fliissigkeit 
eine Kjeldahlbestimmung ausgefiihrt, um den Gesamtstickstofi 
zu erfahren. 


* 
: 
: 
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Saburo Hino, 


Die Ergebnisse der Bestimmung sind aus der beifolgenden 
Tabelle I zu ersehen. 


Tabelle I. 


Pyocyaneuskultur. 





























i. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 
Zeit im | Gesamt- Am- In n/50- | Gesamt- Nach Gesamt- A 
Brut. | stickstoff moniak- | ooh wefel- menge | Kjeldahl | stickstoff | moni 
is in 5 ecem ae a siiure auf-| des ge- bestimmter nach bild 
Arginin- Kultur- gefange- hit otam Stickstoff in Kjeldahl durch 

chlorid- | fliissig- eG ae Be seem als Am- als Am- setzu 

lésung keit mg ; ' : moniak be- | moniak | in 3 

Tage Vor dem |Nach dem moniak jmoniaks ) rechnet | berechnet| Gesa 
(24 Stdn.)j} Versuch | Versuch mg mg mg mg ‘| sticks 
1. 20,595 | 1,70 0,068 11,343 6,29 25,102 | 45, 

2. 20,595 1,734 0,068 11,502 6,46 25,779 44 

3 20,595 | 1,904 0,102 12,735 6,63 26,489 | 48\ 

4 20,595 | 2,04 0,153 | 13,30 6,29 25,04 53,1 











Eine so erhebliche Menge Ammoniak kann, da die Leibes- 
substanz der Bakterien sehr gering ist, nur aus dem Arginin 
hervorgegangen sein. Die niachstliegende Erklirung fiir die 
Ammoniakbildung ergibt sich aus der Annahme, daB hier zwei 
Enzyme zusammenwirken, die Arginase und Urease, auf deren 
Zusammenwirken im Organismus héherer Pflanzen besonders 
Kiesel*) hingewiesen hat. Die Arginase spaltet bekanntlich 
das Arginin unter Eintritt von Wasser in Ornithin und Harn- 
stoff, wihrend die Urease den so gebildeten Harnstoff in Kohlen- 
siure und Ammoniak zerlegt. Mit dieser Auffassung stimmt 
auch die Menge des bei obigen Versuchen gebildeten Ammoniaks 
annihernd iiberein. Denn nach den folgenden Gleichungen 
muB bei dieser kombinierten Reaktion die Hiilfte des Arginin- 
stickstoffs in Ammoniak iibergehen 





1) Fiir die Ermittlung des Gesamtammoniaks und Gesamtstickstoffs 
ist zu beriicksichtigen, daB das Volumen der Kulturlésung wihrend 
des Versuchs von 20 auf 19,9 bzw. 19,8cem durch Verdunstung ver- 
mindert war. 


*) Vgl. Stab 7 und 5. 
8) Kiesel, Diese Zs. Bd. 75, 8. 169 (1911); Bd. 118, S. 267 (1922). 











iden 








22). 
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C,H,,N,0, + H,O = O,H,,N,0, + CON,H,, 
CON,H, + H,O = CO, + 2NH,. 

Der letzte Stab in Tabelle I zeigt, daB dies bei meinen 
Versuchen anniihernd der Fall ist; hierbei muB in Betracht 
gezogen werden, dai die Arginasewirkung gewohnlich nicht 
vollstindig verliuft. 

Um einen sicheren Beweis fiir diese Annahme zu erhalten, 
habe ich nun versucht, die beiden Fermente an den abgetiteten 
Bakterien festzustellen. 


B. Enzymatische Wirkung abgetoteter Pyocyaneusbazillen. 
a) Versuchsanordnung und Vorversuche. 


Pyocyaneusbazillen wurden auf der Agarplatte der Kolle- 
schen Schale (etwa 16 cm Durchmesser) 24 Stunden geziichtet 
und mit 15ccm konzentrieriem Aceton zu einer Emulsion ver- 
arbeitet, dann diese 24 Stunden lang bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen, Nach 24 Stunden wurde eine Probekultur 
gemacht. Nachdem ich die vollstindige Abtitung der Bazillen 
durch Aceton nachgewiesen hatte, goB ich das Aceton ab, 
spilte einmal mit sterilisiertem Wasser und setzte nach Zentri- 
fugierung 13 ccm _ sterilisiertes Wasser auf eine Kultur zu. 
Diese Emulsion mu8 man immer frisch vor der Prifung 
bereiten. 

Das Arginin wurde vor dem Versuch sterilisiert, dann 
Gesamtstickstoff und formoltitrierbarer Stickstoff bestimmt- 
Ferner wurde zur Priifung der Reinheit eine Gesamtstickstoff- 
hestimmung und eine Formoltitrierung an dem betreffenden 
Argininpriparat ausgefiihrt. In 5 ccm der sterilisierten Lésung 
wurde 20,595 mg Stickstoff gefunden, davon waren 5,04 mg 
formoltitrierbar. Dies entspricht der Erfahrung, daB von den 
4 Stickstoffatomen des Arginins nur eines und zwar das in 
der «-Stellung befindliche mit Formaldehyd reagiert.') 

Um sicher festzustellen, daB das Aceton in dieser Kon- 
zentration die Wirkung der Arginase nicht stért, habe ich den 





1) Niheres iiber die Anwendung der Formoltitration zum Nachweis 
der Arginasewirkung siehe bei Edlbacher, Diese Zs. Bd. 95, 8. 581 
(1905), 
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Verlauf der Arginasewirkung bei Gegenwart von Aceton ge. 
priift. | 

Als Arginasepriparat wandte ich fiir diesen Kontroll- 
versuch Mauslebersuspension an, die folgendermaBen her- 
gestellt war: Ganz frische Mausleber wurde mit Quarzsand 
verrieben, in 30 ccm destilliertem Wasser aufgeschwemmt, um- 
geschiittelt und etwa 10 Minuten absetzen gelassen. Die iiber 
dem Bodensatz stehende feine Suspension des Organbreis 
wurde abgegossen. Von dieser Suspension kamen je 5 ccin 
zur Verwendung. 

In 4 kleinen Erlenmeyerkolben wurden nun die nach- 
folgenden Lésungen abpipettiert. 


I. Gruppe. 
a) Analyse. b) Kontrolle. 
5 eem 2°, Argininlésung 5eem Wasser 
+5 ,, Lebersuspension +5 ,, Lebersuspension 
+5 ,, Wasser +5 ,, Wasser 
+1 , Toluol +5 ,, Toluol 
Il. Gruppe. 
c) Analyse. d) Kontrolle. 
5cem 2°/, Argininlésung 5 eem Wasser 
+5 ,, Lebersuspension +5 ,, Lebersuspension 
+5 ,, Aceton +5 ,, Aceton 
+1 ,, Toluol +1 ,, Toluol 


Diese 4 Kolben blieben 15 Stunden im Brutofen stehen. 
Dann habe ich eine Formoltitration') ausgefiihrt. 

Es wurden folgende Mengen Natronlauge verbraucht: 
Ia) 3,5 eem, Ib) 0,45 ecm, also Ia—Ib) 3,05 cem, d. i. 8,54 mg Formol-N. 
IIe) 3,25 cem, IId)0,25eem, ,, Ile—IId) 3,00 cem, d.i. 8,4 mg "i 

Demnach betrug der Zuwachs an formoltitrierbarem Stick- 
stoff wihrend der Arginasewirkung 

I} Bei Abwesenheit von Aceton 165,9 °/,.%) 

II) ,, Anwesenheit _,, ss 105,1 */,,. 


1) Sdrensen, Biochem. Zs. Bd. 7, 8. 43 (1907). Jessen-Hansen, 
Abderhaldens Handbuch d. biochem. Arbeitsmethoden VII, 8S. 262 (1912). 
2) Wire die Umsetzung eine vollkommene gewesen, so hitte der 
Zuwachs an formoltitrierbarem Stickstoff gegeniiber dem im urspriing- 
lichen Arginin vorhandenen 200°/, betragen miissen. Nach E. Gross, 
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liche Stérung der Arginasewirkung. 


b) Prifung auf Urease und Arginase. 


ge- Die Gegenwart von Aceton bedeutet also keine betracht- 


nd Nach diesen Vorversuchen habe ich die abgetéteten Kul- 
m- [— turen des Pyocyaneus auf Urease gepriift, indem ich eine 
ber : Flissigkeit, welche 1 g Harnstoff, 5 ccm Pyocyaneusemulsion 
els und 1eccm Toluol enthielt, 8 Tage im Brutofen stehen lieB und 
cm (— dann mit Hilfe der Folinschen Mikromethode das Ammoniak 
| bestimmte. Die Menge des gebildeten Ammoniaks war groB 

ch. & genug, um mit Sicherheit auf eine Ureasewirkung zu schlieBen. 
: Um auf Arginase zu priifen, wurden unter sorgfaltiger 
Sterilisierung die folgenden Fliissigkeiten in zwei Kolben ein- 


gefiillt : 
a) Analyse. b) Kontrolle. 
5eem 2°/, Argininlésung 5cem Wasser 


+10 ,, Pyoc.-Bac.-Emulsion +10 ,, Pyoc.-Bac.-Emulsion 


+ 2 ,, Toluol + 2 ,, Toluol 


Beide Kolben habe ich 8 Tage im Brutofen stehen ge- 
lassen. Wenn das Arginin durch Arginase abgebaut wurde, 
mufte aus dem dabei gebildeten Harnstoff Ammoniak ent- 
stehen, weil die Pyocyaneusbazillen, wie eben erwihnt, Urease 
enthalten. Die bei diesen Versuchen entstehende Ammoniak- 
menge war sehr gering (eine quantitative Bestimmung wurde 


nicht ausgefiihrt), um aber eine stérende Wirkung auf die 


Formoltitrierung auszuschlieBen, habe ich es nach dem von 
Jessen-Hansen angegebenen Verfahren’) vor der Formol- 





titrierung nach Méglichkeit zu entfernen gesucht. Zuniachst 
wurden beide Liésungen in MeBkolben von 50 ccm gegossen 
und Wasser bis zur Marke zugesetzt. Dann wurde jede dieser 
Lésungen in je einen 100 ccm MeBkolben gebracht und 1 ccm 
Phenolphthaleinlésung (0,5 g Phenolphthalein + 50 ccm Alkohol 
+50ccm Wasser) und 2 ¢ festes Bariumchlorid hinzugefiigt. 


n, ' Diese Zs. Bd, 112, S. 236 (1920), ist die Unvollstiindigkeit der Reaktion 
2). : z.T. auf die Gegenwart des durch die Reaktion gebildeten Ornithins 
ler zuriickzufiihren, 
5° 1) Jessen-Hansen, Abderhaldens Handbuch d. biochem, Arbeits- 
8 methoden VI, S. 270 (1912). 
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Nach der Auflésung des Bariumchlorid wird gesittigte Lésung 
von Bariumhydroxyd bis zu rétlicher Farbe und dariiber hinaus 
noch 5 ccm zugesetzt, und dann bis zur Marke mit Wasser gefiill:, 
Nach gutem Umschiitteln ]iBt man etwa 15 Minuten stehen. 

Hierauf wird durch ein trockenes Filter filtriert und 
80 ccm des klaren roten Filtrats (entsprechend 40ccm Ana- 
lysefliissigkeit) wieder in 100 ccm MeBkolben abpipetiert, 
darauf dieser Lésung n/5-Salzsiure bis zu ganz genauer Neu- 
tralisierung zugesetzt, und nochmals bis zur Marke mit aus- 
gekochtem Wasser aufgefiillt. 

Ich habe 40 ccm dieser Lésung (entsprechend 16 com der 
urspriinglichen Analysefliissigkeit) zu der Titration und den 
iibrigen Teil der Lésung zur Ammoniakbestimmung verwendet. 
Bei der Titration wurden 20 ccm Formolmischung zugesetzt. 

Die Formoltitrierung ergab folgendes: 

Gefunden: Formol-N 8,75 mg, d. i. 169,9 °/). 

Aus diesen Werten ist auf eine weitgehende Zersetzung 
des Arginins zu schlieBen, Ein zweiter Versuch mit einer 
kleineren Menge abgetiteter Pyocyaneuskulturen fiihrte zu 
folgendem Ergebnis: 


a) Analyse. b) Kontrolle. 
5eem Argininlésung 5eem Wasser 
+5 ,, Pyocyan.-Emulsion +5 ,, Pyocyan.-Emulsion 
+2 ,, Toluol +2 ,, Toluol 


8 Tage im Brutofen. 


Die Formoltitration ergab 7,44 mg Formolstickstoff und 
144,5°/, Umsetzung des Arginins. 

Bei einem weiteren Versuch blieben die beiden Kolben 
unter denselben Bedingungen (gebrauchte Emulsion 5ccm 
2 Tage im Brutofen. 

Gyefunden: Formol-N 4,813 mg, d. i, 93,5 °/,. 


Diesmal war iiberhaupt kein Arginin gespalten worden. 
Offenbar war nach 2 Tagen die Autolyse der Bakterienleiber 
eine ungeniigende und es war keine Arginase aus den Bak- 
terienleibern frei geworden. Ebensowenig wie einige Autoren 
proteolytische Endofermente der Bakterien erst nach ungefahr 
einer Woche in wirksamen Zustand gewannen, so tritt auch 
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die Argimasewirkung der abgetéteten Pyocyaneusbazillen nur 
nach langerem Stehen auf. 

Die bisherigen Versuche wurde mit einer Aufschwemmung 
der toten Bakterienleiber in wiBriger Flissigkeit angestellt. 
Nun erhebt sich die Frage, ob die Arginase bei der fort- 
gesetzten Autolyse der Bakterienleiber in Lisung geht und 
ich habe zur Entscheidung dieser Frage zwei Versuche an- 
gestellt. Hiir den ersten Versuch diente eine 6 Wochen alte, 
und fiir den zweiten eine 3 Wochen alte Kultur von Pyocya- 
neus in Bouillon, welche durch Tonfilter filtriert war. Durch 
eine im Filtrat angestellte Probekultur wurde die Sterilitat 
der Lésung festgestellt. 

Sechs Wochen alte Kultur: 


a) Analyse. b) Kontrolle. 
5eem Arginin 5ecem Wasser 
+10 ,, Pyocyan.-Filtrat +10 ,, Pyocyan.-Filtrat 
+ 2 , Toluol + 2 , Toluol 


2 Tage im Brutofen. 


Formoltitration: 





Verbraucht: 1,85 cem n/5-NaOH 1,3eem n/5-NaOH 
13 ,, n/5-NaOH 
Differenz 0,55 eem n/5-NaOH 
Gefunden: Formol-N 4,813 mg, d. i. 93,5 %/p. 


Somit kein Zuwachs des formoltitrierbaren Stickstoffes. 
Kin abhnliches Ergebnis erhielt ich bei der dreiwéchent- 
lichen Kultur, auch durch diese wurde d-Arginin nicht hydroly- 
siert. Wir miissen also annehmen, daf die Arginase unter 
den gegebenen Verhiltnissen nicht in Lésung gegangen ist. 


C. Uber die Einwirkung der Pyocyaneuskulturen auf dl-Arginin. 


Bekanntlich hat RieBer!) festgestellt, daf die Wirkung 
der gelésten Leberarginase auf das d-Arginin beschrinkt ist, 
l-Arginin wird entweder viel langsamer oder iiberhaupt nicht 
angegriffen. Diese Spezifitét lieB sich jedoch bei den Durch- 
leitungsversuchen durch die Siugetierleber, welche Felix und 
Tomita?) anstellten, nicht beobachten, hier wurde vielmehr 


') 0. RieBer, Diese Zs. Bd. 49, S. 210 (1906). 
*) K. Felix und Tomita, Diese Zs. Bd. 129, 5. 40 (1923). 
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auch der l-Anteil des d,l-Arginins mit in den Zersetzungs- 
prozeB hineingezogen. Nach einigen vorliufigen Versuchen, 
welche ich mit den abgetéteten Pyocyaneuskulturen anstellte, 
scheint es sich bei der Wirkung dieser ebenso zu verhalten, 

Das zu dem Versuch verwendete d,l-Arginin wurde aus 
dem d-Arginin nach dem Verfahren von Kutscher?) dargestellt, 
d.h. d-Arginin wurde mit dem fiinffachen Gewicht konzen. 
trierter Schwefelsiure bis zum beginnenden Sieden erhitzt und 
dann in bekannter Weise in das Carbonat iibergefiihrt. Bei 
der Priifung in dem Polarisationsapparat bei Gegenwart iiber- 
schiissiger Siiure erwies sich das Priparat als optisch inaktiv. 
Ks wurde zum Schlu8 in das Chlorhydrat verwandelt und als 
solches in 2°/, Liésung verwandt. Vorher wurde es auf sein 
Verhalten bei der Formoltitration untersucht. 

In 5 com der Lésung betrug der Gesamtstickstoff: 23,957 
Der Formolstickstoff berechnet: 5,989, gefunden: 5,88. 


a) Analyse. b) Kontrolle 
5 ecem 1-Arginin 5 ccm Wasser 
+10 ,, Pyocyan.-Emulsion +10 ,, Pyocyan.-Emulsion 
+ 2 ,, Toluol + 2 ,, Toluol 


8 Tage im Brutofen. 


Formoltitration: 





Verbraucht: 1,7 cem n/5-NaOH 0,5 cem n/5-NaOH 
0.5 ., n/5-NaOH 
Differenz 1,2 cem n/5-NaOH 
Gefunden: Formol-N 10,5 mg, d. i. 175,3/,. 


Der Zuwachs an formoltitrierbarem Stickstoff war ebenso 
groB, wie ich ihn bei den vorhergehenden Versuchen mit 
d-Arginin unter ahnlichen Versuchsbedingungen gefunden habe. 
Ware in dem d,l-Arginin das d-Arginin vollstindig zersetzt 
und das l-Arginin nicht angegriffen, so hatte der formoltitrier- 
bare Stickstoff nach der Arginasewirkung nicht mehr als 150°), 


des urspriinglichen betragen diirfen. Diese Zahl war aber be- 


deutend iiberschritten. Leider muBte ich aus AuBeren Griinden 
meine Arbeiten an diesem Punkte abbrechen und mich mit 
dem einen Versuch begniigen. 


1) Kutscher, Diese Zs. Bd. 26, S. 110 (1898); Bd. 28, S. 88 (1899): 
Bd. 32, S$. 476 (1901). 
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Nach diesem Versuch kann man annehmen, daB d,]-Arginin 
durch Pyocyaneusemulsion nach dem Schema der Arginase- 
wirkung gespalten wurde. 


li. Spaltung des Arginins dureh Bacillus fluorescens. 


Die leitenden Gesichtspunkte bei den folgenden Versuchen 
die Versuchsanordnung und die Beschafienheit der verwendeten 
Lisung waren die gleichen wie beim Pyocyaneus. 


A. Ammoniakbildung durch lebende Fluorescensbazillen. 
I. Prifung: 

Spaltungswirkung durch lebende Fluorescensbazillen. 

Als Kontrolle habe ich gepriift, ob die Fluorescensbazillen 
allein auch durch Zersetzung Ammoniak bilden, wie Sera bei 
Pyocyaneusbazillen festgestellt hat. 

Die zum Versuch gebrauchte Fluorescensemulsion wurde 
wie bei Pyocyaneus hergestellt und 5 ccm der Emulsion mit 
5cem Wasser gemischt 8 Tage im Brutofen gehalten. 

Gesamt-N in der ganzen Kulturlésung: 4,413 mg 
Ammoniak ,, _,, Pe is 0,469 ,, 
Die Ammoniakmenge ist 10,6°/, vom Gesamt-N. 

Dann habe ich ebenso wie bei Pyocyaneusbazillen die aus 
Arginin abgespaltene Ammoniakmenge bestimmt. 

Bei diesem Versuch war die Zusammensetzung der Ga- 
rungsfliissigkeit die folgende: 

15 ecm Salzgemisch 
+ 5 ,, 2°/, Argininlésung 
+ etwa 2 Osen Fluorescensbazillen. 

Kin Kélbchen blieb 1 Tag, eins 2 Tage, eins 3 Tage und 
eins 4 Tage bei 23° im Brutofen stehen. 

Das Ergebnis ist aus der umstehenden Tabelle II er- 
sichtlich. Man sieht, daB ich ein sehr dhnliches Resultat be- 
kommen habe wie in Tabelle I und das Arginin durch lebende 
Fluorescensbazillen auch unter Ammoniakbildung gespalten 
worden ist. Aus diesem Resultat kann man ersehen, daB die 
als Ammoniak auftretende Stickstoffmenge tiber die Halfte des 
nach Kjeldahl bestimmten Stickstoffs betrigt. 
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Tabelle If. Einwirkung der Fluorescenskultur auf Arginj, 





1. 2. 3. 4, Be 6. . 5 
Gesamt- | Ammo- | [ny n/50- | Gesamt- Nach Gesamt- | , 

° ° . ° P AMM 

Zeit im segs hes in Schwefel- ——— ee et a Rich. a 

Brutofen | Atginin- | 3 cem der|Siure auf-} des ge- | Stickstoff in }dahl be- durch] 

chlorid- | Kultur- | gefange- | bildeten /5ccmderKul-jstimmt,als} ..,,,, 

a a nes Am-| Ammo- cena oy a in 4 

Ver ch Ver ny moniak')]| niaks kb ea por 3 be- | Gesu 

Tage ersuc ersuch niak berechn.| rechnet | gi} 

(24 Std.)] (mg) | (mg) (mg) | (mg) mg mg stot 

1. 20,595 | 1,156 0,068 7,775 6,12 24.558 | 31% 

2. 20,595 | 2,55 0,068 16,983 6,46 25,779 | 639 

3. 20,595 | 2,448 0,102 16,340 6,638 26,488 | 614 

4. 20,595 | 2,458 0,119 16,424 6,715 26,834 | 61 























Ob auBer dem Harnstoff auch Ornithin gespalten wurde, 
habe ich noch nicht gepriift. 


B. Einwirkung abgetoteter Fluorescensbazillen. 


Zuniichst habe ich auch hier auf Urease untersucht. Ein- 
richtung und Methode sind ganz dieselben wie beim Pyocyaneus. 
5 ecem Harnstofflésung (1,0 g) 
+5 ,, Fluorescensemulsion 
8 Tage im Brutofen (37° C) 
Gefunden: Ammoniak 20,798 mg. 





Ks ist somit klar, daB abgetétete Fluorescensbazillenleiber 
auch Urease enthalten. 
Dann wurde in gleicher Weise die Priifung auf Arginase 


ausgefiihrt. 
A. Versuch: 
a) Analyse: b) Kontrolle: 
5 ecem 2°/,ige Argininlésung 5 eem Wasser 
+10 ,, Fluorescensemulsion +10 ,, Fluorescensemulsion 
+ 2 ,, Toluol + 2 ,, Toluol 


8 Tage im Brutofen. 


1) Fiir die Ermittelung des Gesamtammoniaks und Gesamtstickstotis 
ist zu beriicksichtigen, daB das Volumen der Kulturfliissigkeit wihrend 
des Versuchs von 20 auf 19,9 durch Verdunstung vermindert war. 

*) Vergleich Stab 5 und 7. 
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Formoltitration. Bei der Formoltitration verbraucht: 
1,4 cem n/5-NaOQH 0,3 cem n/5-NaOH 
0,3 ”9 99 
Differenz 1,1 eem n/5-NaOH 
Gefunden: Formol-N 9,626 mg, d. i. 186,9 °/). 
B. Versuch: 
a) Analyse: b) Kontrolle: 
5eem 2°/,ige Argininlésung 5 eem Wasser 
+5 ,, Fluorescensemulsion +5 ,, Fluorescensemulsion 


+2 , Toluol +2 , Toluol 
8 Tage im Brutofen. 





Formoltitration. Bei der Formoltitration verbraucht: 
1,1 cem n/5-NaOH 0,15 eem n/5-NaOH 
S| ae - 
Differenz 0,95 cem n/5-NaOH 
Gefunden: Formol-N 8,304 mg, d. i. 161,3 °/,. 
C. Versuch mit zweitigiger Kinwirkung. 
Formoltitration. Bei der Formoltitration verbraucht: 





a) Analyse: b) Kontrolle: 
1,6 eem n/5-NaOH 1,1 cem n/5-NaOH 
is ws 9 
Differenz 0,5 ecm n/5-NaOH 
Gefunden: Formol-N 4,379 mg, d. i. 85 °/). 





Somit ergibt sich, daB Fluorescensbazillenleiber wie beim 
| Pyocyaneus Arginin spalten, aber noch nicht nach 2 Tagen. 


LiBt sich aus den Fluorescenskulturen Arginase in 
léslicher, filtrierbarer Form gewinnen? 


‘ Wie beim Pyocyaneus habe ich in Bouillon 3 Wochen 
_ lang und 6 Wochen lang Fluorescensbazillen kultiviert und 
' die durch Ton filtrierte Lésung sodann auf Arginase untersucht. 
a) Analyse: b) Kontrolle: 

5eem Argininlésung 5 cem Wasser 
+10 ,, Fluorescens-Filtrat +10 ,. Fluorescens-Filtrat 
+ 2 ,, Toluol + 2 ,, Toluol 

2 Tage im Brutofen. 


a 


' 6 Wochen alte Kultur. 
q Formoltitration. Fiir die Formoltitrierung verbraucht: 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIII. 8 
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1,45 eem n/5-NaOH 0,85 cem n/5-NaOH 
085 ,, = 
Differenz 0,6 cem n/5-NaOQH 
Gefunden: Formol-N 5,24 mg, d. i. 101,8 °/. 
Mit der dreiwéchentlichen Kulturtliissigkeit habe ich ein 
ganz ihnliches Resultat bekommen. Lésliche Arginase ist unter 
diesen Versuchsbedingungen nicht nachzuweisen. 





III. Die Einwirkung anderer Bazillenleiber auf Arginin. 


Um zu bestimmen, ob in anderen Bazillenleibern die 
Arginase vorhanden ist, habe ich einige Bazillenemulsionen 
wie oben dargestellt, und mit Sérensenscher Formoltitration 
unter obigen Vorbereitungen gepriift, aber ich konnte im Gegen- 


satz zu Bac. pyocyaneus und Bac. fluorescens keine Arginase- & 
wirkung anderer Bazillenleiber nachweisen. 
Tabelle III. V 


d-Arginin: Gesamt-N 20,595 mg, '/, Gesamt-N = 5,149 mg = 100°), 
Formol-N mit Sérensenscher Titration 4,90 mg. 





























” S ; 
Sslawl2s 2 14)|%]es| $2 
aise |S —--2¢g = rx om Ge PS 
Ss lae]smses| & ge [xf] ect | 
Bazillenart | ag | 2:5 | 86 woS O ba we [orl] ges TA 
sala" |/Samee/ eo] cc [Na] est EF 
1“ 54% “ibe me — a 
Pao Ok 9 qc 
eem | eem zx ° mg /, | Tage S, 
Staphylokokken. | 5 | 5 0,5 4,379] 85 8 _ W 
Staphylokokken. | 10 5 0,55 4,813] 93,5] 8 — Pa 
B. prodigiosus . 10 5 0,5 4,379} 85 8 — j 
a awe ae 5 5 0,45 8,937] 76,5] 8 — 
B.coli. . . .| 10] 5 0,5 4,379] 85 | 8 = 
B. paratyphus . 5 5 0,5 4,379] 85 8 — 
B. paratyphus .|{ 10 5 0,5 4,379] 85 8 —- 
B. typhus. . . 5 i) 0,45 3,937] 76,5 8 ~ 
B.shiga . . .]| 10 5 0,45 8,937] 76,5] 8 _ 
Streptokokken'). | 10 5 0,7 6,127] 90,4] 8 — 


1) Die zu den Streptokokken gebrauchte Argininlésung unterschied 
sich von der zuerst benutzten durch einen héheren Arginingehalt, wie 
folgende Bestimmungen zeigen: ; 

Gesamt-N 29,74 mg, '/, Gesamt-N = 743 mg = 100 %/o, ; 
Formol-N 6,72 mg. 
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Zusammenfassung. 


J. Lebender Bac. pyocyaneus und Bac. fluorescens spalten 
beide das d-Arginin. 
ein II. Die durch Aceton abgetéteten Pyocyaneusbazillenleiber 
iter und Fluorescenzbazillenleiber kénnen Arginin spalten, 
| d. h. beide Bazillenleiber enthalten Arginase. 
Ill. Beide Bazillen spalten im lebenden Zustand schneller 


? 


_ i als die durch Aceton abgetéteten Bazillenleiber. 
die # [V. Pyocyaneus- und Fluorescenzbazillen zeigen Ureasewirkung 
nen neben Arginase. 
tion  V. Die durch Aceton abgetéteten Pyocyaneusbazillenleiber 
en- kénnen wahrscheinlich auch 1-Arginin spalten. 
ase- 7 VI. Ich konnte keine Arginase in dem Filtrat von alten 
Bouillonkulturen beider Bazillen nachweisen. 

| VIL. Einige andere abgetétete Bazillenleiber: 
Ie Staphylokokken, Bac. prodigiosus, Bac. coli 
_&§ Bac. paratyphi Bac. typhi Bac. dysenteriae shiga 
a und Streptokokken enthalten keine Arginase. 
0 Diese Arbeit habe ich auf Veranlassung von Hrn. Prof. 
ie | A. Kossel ausgefiihrt. Es ist mir eine angenehme Pflicht 
3 | Hrn. Prof. A. Kossel, Hrn. Prof. H. Kossel und Hrn. Dr. 
; |S. Edlbacher fiir die vielen Anregungen und Anleitungen 
as | wihrend der Arbeit an dieser Stelle meinen warmsten Dank 
- | auszusprechen. 
chied 
wie 3 
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Untersuchungen iiber die Zusammensetzung der Proteine 
Von 
N. Troensegaard, Kopenhagen und Julius Schmidt, Stuttgart. 


(Aus dem Laboratorium von Troensegaard in Kopenhagen.} 
(Der Redaktion zugegangen am 2. November 1923.) 


In friiheren Arbeiten') hat der eine von uns die Hypothese 
vertreten, da die Proteine im wesentlichen aus sauerstofi- 
haltigen Pyrrolderivaten aufgebaut seien. In der folgenden 
Arbeit erhilt diese Hypothese eine weitere Stiitze. 

Nach der a. a. O. beschriebenen Methode werden die 
acetylierten Proteine reduktiv gespalten und die Spaltprodukte 
in verschiedene basische und saure Fraktionen getrennt, dic 
sehr verschiedene EKigenschaften aufweisen. Alle diese Frak- 
tionen haben ausgesprochen heterocyclischen Charakter. 

Nach P. Karrers friiher zitierter Arbeit sollten bei der 
angewandten Spaltmethode aliphatische Aminoalkohole _ bzw. 
aliphatische Amine entstehen, sofern die Proteine — nach der 
geltenden Anschauung — im wesentlichen aus Polypeptiden 
aliphatischer Aminosiuren aufgebaut sind. 

Aminoalkohole konnten jedoch in den beim reduktiven 
Abbau erhaltenen Spaltstiicken des Acetylgliadins nicht aut- 
gefunden werden. Wenn sie vorhanden wiiren, miiBten sich 
aliphatische Aminoalkohole in der alkoholischen und in der 
‘wiBrigen Basenfraktion vorfinden. Die wiBrige Basenfraktion 
enthalt nur ungefaihr 1°/, des gesamten Gliadinstickstoffs, wes- 





1) Diese Zs. Bd. 112, S. 86 (1920); Bd. 127, S.137 (1923) und 
Bd. 130, S. 84 (1923). 
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halb eine Untersuchung dieser Fraktion nicht nétig sein dirfte. 
Die alkoholische Basenfraktion gibt bei der Probe mit CS, 
keine Senfolreaktion. In den iAtherléslichen Basen kénnen 
rein aliphatische Aminoalkohole nicht erwartet werden, da 
deren Kigenschaften das Ausschiitteln mit Ather aus waBriger 
Lisung unmdglich machen. Aliphatische Amine finden sich in 
den itherléslichen Basen nur in unwesentlichen Mengen. 

Diese Resultate, in Verbindung mit den Ergebnissen der 
friheren Arbeiten, bestirken uns in der Annahme, daB die 
Proteine nicht aus aliphatischen Aminosiuren aufgebaut sein 
konnen. Ks muB deshalb nach anderen Molekiilkonstitutionen 
sesucht werden. 

DaB die Proteine heterocyclische Ringe enthalten, die bei 
Gegenwart von Wasser schon von gelinde wirkenden Reagenzien 
leicht aufgespalten werden, kann miihelos nachgewiesen werden. 
Sobald die Acetylproteine, die ziemlich viel Amino- (van Slyke-) 
Stickstoff enthalten — z. B. Acetylgelatine und _ besonders 
Acetylfibrin mit bis zu 6°/, Aminostickstoff — erst mit Zink 
oder Magnesium in Kisessig bei 100° hydriert werden, erhalt 
man nur unbedeutende Mengen van Slykestickstoff. Die Ringe 
sind durch die Hydrierung stabilisiert worden und werden nun 
bei der van Slykebestimmung nicht mehr aufgespalten. 

Bei dieser Hydrierung in Kisessig wird kein Ammoniak 
gebildet und man gewinnt Produkte, die verhaltnismaBig be- 
stindig gegen wiBriges Alkali sind. Es diirfte deshalb von 
Interesse sein, den reduktiven Abbau der Proteine in saurer 
Lisung zu untersuchen. Da jedoch das Gebiet so groB ist, 
kann diese Seite des reduktiven Abbaus von uns vorerst nicht 
behandelt werden. Wir miissen uns damit begniigen, die Re- 
duktion der Acetylproteine mit Natrium und Amylalkohol naher 
zu studieren. | 

Bei dieser Methode erfolgt eine Hydrolyse des reduzierten 
Proteins mit kalter Natronlauge in Sauren und in starke Basen. 
Wir schlieBen aus diesem Befund, daB die alte Methode der 
Spaltung der Proteine mit starker kochender Salzsiure und 
auch mit Fermenten zu gewaltsam ist, um die wirklichen Bau- 
steine derselben zu liefern. 
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An dieser Stelle mégen einige Untersuchungen iiber die 
saure Fraktion (,) mitgeteilt werden, die in der vorhergehenden 
Abhandlung als ,,Proteol“ bezeichnet war, ein Name, den wir 
trotz des Saéurecharakters der Fraktion vorlaiufig noch bej- 
behalten wollen. 


Molekulargewichtsbestimmungen. 


Um iiber die GréBe der Molekiile der Acetylproteine und 
ihrer Spaltstiicke AufschluB zu erhalten, haben wir eine Ap. 
zahl Molekulargewichtsbestimmungen mittels der Gefrierpunkts. 
methode vorgenommen. Die Gefrierpunktsbestimmungen wurden 
ausgefiihrt in Eisessig, Phenol und Anilin, in denen die Acetyl- 
proteine recht gut léslich sind. Neben den Acetylproteinen 
und den Spaltprodukten derselben nahmen wir auch Molekular. 
gewichtsbestimmungen der urspriinglichen Proteine, niimlich 
des Gliadins und der Gelatine, in Phenol und in Eisessig vor. 

Die Versuche haben sowohl fiir die Acetylproteine als auch 
fiir die Proteine selbst iiberraschend niedrige Molekulargewichte 
ergeben. Da® demnach auch die aus dem reduktiven Abbau 
hervorgegangenen Spaltstiicke recht kleine Molekiilzahlen aut- 
weisen, ist klar. 

Die untenstehende Zusammenstellung gibt die Resultate 
der Molekulargewichtsbestimmungen in EKisessig, Phenol und 
Anilin wieder. 

Die Versuche geben einen interessanten Kinblick in die 
Natur der Proteine. Bei der Gefrierpunktsbestimmung in Eis- 
essig und in Anilin erhalt man nimlich fiir die Acetylproteine 
unerwartet kleine Molekiilzahlen, ebenso fiir Gliadin in Kisessig. 
Besondere Abnormitat zeigt das Acetylgliadin in Anilin, welches 
die Molekiilzahl 52 gibt. Dagegen scheinen die Bestimmungen 
in Phenol sich wahrscheinlicheren Werten zu niahern (z. B. 
Acetylgliadin 450). In dieser Erscheinung zeigt sich der 
amphotere Charakter der Proteine in besonders scharfer Be- 
leuchtung. Beachtung verdient die Tatsache, daB das Ver- 
hiiltnis der gefundenen verschiedenen Molekulargewichte fir 
Gliadin und Acetylgliadin in Phenol, Hisessig und Anilin an- 
nithernd ein Vielfaches von 2 betragt. Die Werte fiir Gliadin 
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in Hisessig fallen mit abnehmender Konzentration der Lésung 
stark. Der Gefrierpunkt, der eine recht bedeutende Depression 
angibt, stellt sich nicht besonders scharf ein. Die Depression 
scheint unabhiingig von der Konzentration der Gliadinlésung 
gu sein, was vielleicht in Verbindung mit dem _ kolloiden 
Charakter des Stoffes steht. Die groBe Gefrierpunktsdepression 
fiir 0,0706 g Gliadin in Kisessig zeigt, daB die Methode villig 
unbrauchbar zur Molekulargewichtsbestimmung von Gliadin in 
Hisessig ist. Eine richtige, voll zufriedenstellende Erklirung 
dieser Kigenschaften kann wohl erst gegeben werden, wenn 
die Konstitution der Proteine endgiiltig feststeht. 

Die Molekulargewichtsbestimmungen des Gliadins und der 
Gelatine in Phenol ergeben den ebenfalls recht unerwarteten 
Befund, daB deren Molekiile annihernd dieselbe GréBe wie die 
der entsprechenden Acetylprodukte haben. Man kann vielleicht 
annehmen, daB beim Lésen in Phenol eine Dissoziation des 
Molekiils erfolgt. Daf das Gliadinmolekil selbst die gefundene 
GréBe haben koénnte, laBbt sich schlecht denken, wenn man 
seinen geringen Schwefelgehalt in Betracht zieht. Man kann 
wohl vermuten, da das Proteinmolekiil um einen kleinen, 


Molekulargewichtsbestimmung in Hisessig 
(auBere Temperatur im Beckmannapparat 14°). 








Stick- ” frier- 
ee Ace- | Substanz Eis- iar Moleku- 
Verbindung ehalt|tylzahl} in essi8 | ernied- large- 
. ort ke 8 in g |. wicht M 
in °%, rigung 4 
Acetylgliadin . 13,0 | 44,2 | 0,4832 | 31,4 | 0,26° 230,8 
Acetylgelatine . . | 14,5 | 40,0 | 0,3938 | 32,1 | 0,40° 116,7 
Proteolsiure von 
Gliadin. . . .| 12,5 | — | 0,2066 | 31,7 | 0,29° 87,6 
Gliadin (gefallt aus 
Phenol) . . .| 17,6 | — | 0,4535 | 30,2 | 0,317° 184 
17,6 | — 0,1320 | 29,5 | 0,200° 87,0 
. 17,6 | — | 0,0515 | 33,9 | 0,195° 30,4 
(rliadin = (gewéhn- 
| rare — 0,4236 30,6 0,250° 216 
17,6 | — | 0,1735 | 32,9 | 0,220° 93 
, 17,6 | — | 0,0706 | 26,2 | 0,250° 41 
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schwefelhaltigen Komplex herum aufgebaut ist. Diese An- 
schauung findet in der Tatsache, daB man in allen Fraktionen 
des reduktiven Abbaus des Acetylgliadins geringe Mengen 
Schwefel findet, eine Stiitze. 


Molekulargewichtsbestimmung in Phenol 
(iufere Temperatur im Beckmannapparat 35°). 





Verbindung Substanz Phenol ‘A M 
in g in g 

Acetylgliadin. . . | 0,5408 | 27,7 | 0,309 | 455 
Acetylgelatine . . | 0,3067 | 29,7 | 0,229 | 325 
Gliadin. . . . . | 0,5914 | 28,2 | 0,340] 440 
Gelatine . . . .] 0,4845 | 27,4 | 0,328] 356 
Proteolsiure von 

Giiedim . . . 0,1497 28,2 | 0,180 | 212 














Molekulargewichtsbestimmung in Anilin 
(auBere Temperatur im Beckmannapparat — 11°). 





Verbindung Substanz |Anilin} M 














in g in g 
Acetylgliadin. . . | 0,2636 | 29,9 | 1,092 | 52,2 
Acetylgelatine . . | 0,2116 | 30,6 | 0,360] 113 


Acetylcasein gibt in Eisessig und Phenol ihnliche Werte 
wie Acetylgliadin. 

Alle Bestimmungen, die in Eisessig und in Anilin aus- 
gefiihrt wurden, geben ganz unnormale Resultate. HKbenso 
abnorm ist die Bestimmung des Gliadins in Phenol. Die 
Resultate in Eisessig geben durchgehend die Hilfte derjenigen 
in Phenol. Fiir Gelatine, die keinen Schwefel enthilt, diirfte 
der gefundene Wert als der richtige anzunehmen sein. 

Ks ist nicht anzunehmen, daB das Gliadin beim Lésen in 
Phenol mit dem Lésungsmittel reagiert. List man namlich Gliadin 
in Phenol und fallt das Gliadin durch Eintropfen der Liésung 
in trockenen Ather, und extrahiert das nach halbstiindigem 
Schiitteln abgesaugte Fallungsprodukt mit Ather (unter Zugabe 
von reichlich Stangenkali zum Ather), so erhalt man nach dem 
Trocknen dieselbe Stoffmenge, von der man ausgegangen war, 
zuriick und der Stickstoffgehalt des Produktes ist unverandert. 
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Das gefallte Gliadin hat jedoch nunmehr eine ganz lockere 
Beschaffenheit und lést sich auBerst leicht in kalter Essigsiure. 
Dieses Praparat wurde nach der Trocknung im Vakuum bei 
100° zu der in der Tabelle angegebenen Bestimmung von 
Gliadin in EKisessig verwandt und gab die Zahl von M = 184. 

Bei der Polarisierung gibt Gliadin nach der Literatur 
(dlp = — 92.2.3 

Das aus Phenol gefallte Gliadin gab [«|,, = — 95,0. 

Die Polarisierung, die in einer 5 cm-Réhre vorgenommen 
wurde, gab eine Drehung von 2,25°. Es waren 4,73 g Gliadin 
in 100 com 55°/,igem Alkohol gelést. In 5 com der Lisung 
wurde der Stickstoff bestimmt und daraus die Gliadinmenge 
berechnet (Gliadin enthilt 17,66°/, N). Das zu diesem Versuch 
verwendete Gliadin enthielt wie sich zeigte, eine geringe Menge 
stickstofffreier Substanz, die vermutlich eine geringere Drehung 
veranlaBt hat. 

Dieser Versuch muB zur Geniige beweisen, daB das Gliadin 
durch das Phenol nicht veriindert wird. 

Ebenso wurde gepriift, ob das Acetylgliadin, das in Anilin 
M= 52,2 gibt, sich mit dem Lésungsmittel vereinigt. Es 
wurde festgestellt, daB das aus Anilin gefaillte Produkt nach 
der Extraktion mit Ather (unter Zugabe von entwisserter Oxal- 
siure in den Extraktionskolben) so viel Anilin gebunden hatte, 
daB der Stickstoffgehalt um 1°/, gestiegen war; vielleicht hatte 
auch die 8 Stunden wahrende Extraktion mit Ather noch linger 
fortgesetzt werden sollen. 

Die zu den Versuchen verwandten Acetylproteine sind 
dargestellt durch einmalige Acetylierung der Proteine mit 
Acetylchlorid nach der friiher angegebenen Methode. Die 
Priparate enthalten deshalb nur ganz geringe Mengen Asche. 

Wir méchten anempfehlen, bei der Acetylierung die essig- 
saure Lésung der Proteine vor der Erwirmung mit einem 
gréBeren Teil des zur Verwendung gelangenden Acetylchlorides 
in der Kalte zu schiitteln. 





1) [a]p fir Gliadin wurde von N. Troensegaard zu — 92,8 
bestimmt. 
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Das verwandte Gliadin enthielt 0,25°/, Asche, die Gela- 
tine 0,5°/,. | 

Das Acetylfibrin gewinnt man auf folgende Art: man list 
das getrocknete Fibrin in wasserfreiem methylalkoholischem 
Kali, neutralisiert mit Essigester, dampft ein, list wieder in 
Essigsiure und behandelt dann erst in der Kalte, hierauf in 
der Wirme mit Acetylchlorid. 

Beim Lésen des im Vakuum bei 100° getrockneten fein 
pulverisierten Gliadins in Essigsiure gebe man das Gliadin in 
die Essigsiure und verfahre nicht umgekehrt, da man das 
Gliadin sonst nur sehr schwer in Lésung bekommt. 

Die verschiedenen zur Lésung von Acetylproteinen ver- 
wandten Lésungsmittel miissen sehr sorgsam von Feuchtigkeit 
befreit sein, da die gefaillten Praparate sonst ‘duBerst leicht 
verschmieren. Ebenso muB der Amylalkohol, der zur Hydrierung 
verwandt wird, einer besonders sorgfiltigen Fraktionierung 
unterworfen werden, ehe er mit dem grob_ pulverisierten 
Calciumcarbid gekocht wird. Der getrocknete Amylalkohol ist 
sehr hygroskopisch. 

Der Eisessig zur Gefrierpunktsbestimmung wurde durch 
teilweises Ausfrieren von Kahlbaums reinstem Eisessig 
gewonnen. 

Das Phenol wurde getrocknet durch Destillation mit P,0.. 

Das Anilin hatte den Gefrierpunkt — 6°. 

Die Ausfiihrung der Gefrierpunktsbestimmungen erfolgte in 
trockener, kohlensiurefreier Luft, wobei VorsichtsmaBregeln 
getroffen wurden, um Fehler durch Feuchtigkeitsaufnahme 
wihrend der Messung zu vermeiden. Die Gefrierpunkts- 
bestimmungen von Gliadin und Gelatine in Phenol wurden so 
vorgenommen, daf man die Proteine in kleinen, mit trockener 
Luft gefiillten und mit dichten Glasstopfen versehenen Flaschen 
in der abgewogenen Menge Phenol bei 60° im Wirmeschrank 
aufléste. Gleichzeitig bestimmte man den Gefrierpunkt einer 
zweiten Portion Phenol in einem trockenen Beckmannglas. 
Alle Bestimmungen wurden verschiedene Male vorgenommen 
und haben sehr nahe beieinander liegende Zahlen ergeben. 

Bei der Gefrierpunktsbestimmung des Gliadins in Eisessig 
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muB man ca. 3° unterkiihlen, da sonst das Thermometer zu 
lange Zeit zur Kinstellung des Gefrierpunktes braucht. 
Acetylproteine, die etwas Chlor und Acetylbasen (Fraktion A) 
enthielten, wurden vor der Molekulargewichtsbestimmung fol- 
gendermaBen gereinigt: Liésen in wasserfreiem Methylalkohol, 
schiitteln mit Silberoxyd, filtrieren und fallen mit wasserfreiem 
Ather, extrahieren mit Ather unter Zugabe von metallischem 
Kalium in den Extraktionskolben zwecks Entfernung des 
Methylalkohols; trocknen im Hochvakuum bei 50°. Bei dieser 
Reinigung steigt der prozentuelle N-Gehalt nicht unwesentlich. 


Proteolsaure des Gliadins. 


Die Proteolsiure des Gliadins gibt in Kisessig ein Mole- 
kulargewicht von 87,6, in Phenol von 212. Letzterer Befund 
dirfte der Wirklichkeit nahe kommen. Die verwendete Proteol- 
siure war aus dem in absolutem Alkohol gelésten Kaliumsalz 
mit der berechneten Menge Athylalkoholischer Salzsiure in 
Freiheit gesetzt und nach Abfiltrieren des Chlorkaliums in 
Ather gefallt. Die abgesaugte Proteolsiure wurde zur voll- 
stindigen Befreiung von Essigsiure im Extraktionsapparat mit 
absolutem Ather extrahiert, wobei sich Natrium im Ather 
befand, und schlieBlich im Hochvakuum bei 50° getrocknet. 
Das gleiche Proteolpriparat wurde fiir die Elementaranalyse 
henutzt. Die Proteolsiure enthielt 1,2°/, Asche und 6,6°/, 
des Gesamtstickstoffs als van Slyke-{Amino-)stickstoff. 

0,2052 g Subst. gaben 0,3681 g CO, und 0,0751 g H,O 

= 48,99/, C und 4,07°/, H. 
Stickstofigehalt: 12,53°/,. 

Die Aufstellung einer bestimmten Formel ist vorliufig 
noch nicht méglich, aber nach den Befunden der Analyse 
miissen wir eine in ihren Grundstoffen etwa folgendermafen 
zusammengesetzte Verbindung haben: 




















Molekiilzahl *7.C °/,H oN °/,0 

C,oH,.N,0, 238 50,4 4,2 11,8 33,6 
C,H,N.0; 225 48,0 4,0 12,4 35,5 
Proteolsiure 212 49,5 4,1 12,6 33,7 
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Die Elementaranalyse der Proteolsiure ist in dieser Zu. 
sammenstellung umgerechnet fiir eine aschenfreie Siure. 

Nach ihren Eigenschaften muB diese Proteolsiure eine 
Pyrrolverbindung sein. 

Die bei der Gefrierpunktsbestimmung in Phenol gefundene 
Molekiilzahl 212 weist auf eine Siure mit 2N-Atomen hin. 

Das Praparat enthalt ungefihr 1 Carboxyl und 1 Hydroxy! 
auf 2N. Die Saure enthilt Doppelbindungen. Auch der 
niedere Wasserstoffgehalt deutet hierauf hin. 

Wir halten es fiir besonders interessant, daB diese Siure- 
fraktion, die nur 4°/, H enthalt, bei der Hydrierung von 
Gliadin gewonnen ist, das 7°/, H enthilt. Der basische Teil 
des Molekiils mu8 daher wohl aus mehr gesittigten Verbin- 
dungen aufgebaut sein. 

Die Proteolsiiure gibt die gewéhnlichen Proben auf Doppel- 
bindungen: Die wiBrige, schwach sodaalkalische Lésung der 
Siiure entfarbt Kaliumpermanganat im Augenblick. Brom wird 
reichlich aufgenommen. 

Die Anwesenheit von Pyrrolkernen zeigt sich darin, 
daB sowohl die methylierte wie die acetylierte Proteolsiure 
bei der Hydrierung mit Natrium und Amylalkohol Pyrrole 
gibt. Die Proteolsiure des Gliadins gibt keine Reaktion mit 
Dimethylaminobenzaldehyd, wiahrend die entsprechende Siure 
aus Gelatine die Reaktion gibt. Ebenso gibt die aus der 
acetonléslichen Basenfraktion (C,) des Gliadins durch Hydrolyse 
hervorgehende Siiure, die sehr tihniiche Kigenschaften wie die 
Proteolsiure zeigt, eine starke Pyrrolreaktion mit Dimethy]- 
aminobenzaldehyd. Die Proteolsiiure gibt die fiir die Imidazol- 
gruppe charakteristische Paulysche Reaktion mit Diazobenzol- 
sulfosiure nicht, wihrend die Basenfraktionen dieselbe zeigen. 

Die Titration der Carboxylgruppen mit n/10-NaQH bis 
zum Neutralpunkt der Formoltitration und die darauf folgende 
Formoltitration nach Sérensen ergaben 7,3 + 8,3 = 15,6°/, 
Carboxyl, was einem Verhiltnis von 39 Carboxyl auf 100 N 
entspricht. Bedenken wir, da8 sich in prolinartigen Verbin- 
dungen nur 70—75°/, des Stickstoffs durch Formoltitration 
bestimmen lassen, so kommen wir auf ein anniherndes Ver- 
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hiltnis von 1 Carboxyl auf 2 Stickstoff. Die Bestimmung des 
Carboxyls vermittelst des Silbersalzes lieferte uns 13,3°/, Carb- 
oxyl, wahrend wir durch die gasvolumetrische Methode einen 
Wert von 8,0°/, erhielten. Bei letzterer Methode wird die 
dem van Slyke- bzw. Formolstickstoff entsprechende Carb- 
oxylmenge nicht bestimmt. 

Die nach diesen Methoden ermittelte Carboxylzahl ist 
bedeutend geringer als die aus dem Kalisalze durch Veraschung 
erhaltene Zahl (siehe die friihere Abhandlung). Da das Pro- 
dukt sowohl Carboxyl- wie Hydroxylgruppen enthilt, ist es 
nicht undenkbar, daf innerhalb des Molekiils eine Anhydrid- 
bildung vor sich geht, wodurch die Carboxylzahl heruntergesetzt 
wird. Diese Verhiltnisse sollen noch naher untersucht werden. 

Das Vorhandensein von OH-Gruppen zeigt sich wie frither 
erwihnt — bei der Methylierung mit Jodmethyl und Kalium- 
methylat, sowie bei der Acetylierung. 

Das Acetylprodukt enthalt 15,4°/, CH,CO und 9,889), N 

Hieraus berechnete Acetylzahl: 51. 

Die Methoxylzahlen schwanken zwischen 35 und 55. Es 
ist anzunehmen, da’ in der Proteolsiiure eine OH-Gruppe auf 
2 Stickstoff kommt; und zwar miissen die Hydroxylgruppen 
im Kerne sitzen, da sich Hydroxyl in aliphatischer Seitenkette 
mit Jodmethyl nicht methylieren liBt. Auch die iuferst leichte 
Aufspaltbarkeit mit Alkali weist auf einen hydroxylhaltigen 
Ring hin. 

Das abnorme Molekulargewicht, das wir bei der Gefrier- 
punktsbestimmung in Essigsiiure fanden, kann erklart werden, 
wenn wir uns denken, daB sich die Proteolsiure mit Essig- 
siure verbindet und die Dissoziation in Acetation und Proteol- 
siureion den niederen Wert veranlaBt. Da jedoch die Saure 
nur sehr wenig Aminostickstoff enthalt, mu die Fahigkeit, 
Siure zu binden von den Iminogruppen herriihren. 

Die vorstehende Arbeit ist im wissenschaftlichen Labo- 
ratorium von N. Troensegaard in Kopenhagen ausgefthrt 
worden. Sein Assistent, Dipl.-Ing. Eugen Fischer, hat auch 
hierbei in der gleichen vortrefflichen Weise wie bei den friiheren 
Untersuchungen mitgewirkt, wofir wir ihm herzlich danken. 


Uber das Hamatoporphyrin. 
Von 
William Ktister und Hermann Maurer. 





6. Mitteilung aus dem Laboratorium fir organische und pharmazentische Chemie 
der Technischen Hochschule in Stuttgart. 


(Der Redaktion zugegangen am 13. November 1923.) 


Der Chemismus der Himatoporphyrinbildung aus dem 
Himin ist zwar im wesentlichen klar gestellt'), vollkommen 
ist aber unsere Kenntnis dieses Geschehens noch nicht und 
es fehlt u.a. der Einblick iiber die Art der Anlagerung des 
Bromwasserstofis an die ungesittigten Stellen des Hiamins, 
iiber deren Natur die Ansichten daher auch noch auseinander- 
gehen. So hat R. Willstatter’) die Vorstellung entwickelt, 
daB die Anlagerung des Bromwasserstoffs und die Loslisung 
des EKisens aus dem Molekiil des Himing miteinander un- 
zertrennlich verbunden sind, wihrend der eine von uns diese 
Vorgiinge als nebeneinander verlaufend angesprochen hatte, 
darauf fuBend, daB stets neben dem Himatoporphyrin ein 
»Himin“ erhalten wird — wir wollen es als Himatohimin 
bezeichnen —, dessen Entstehen lediglich durch Anlagerung 
von zwei Molekeln Bromwasserstoff an das Himin und nach- 
triglichen Ersatz des Broms durch Hydroxyl zu deuten ist. 
Wir haben nun bei der Herstellung des Dimethylithers des 
Himatoporphyrins, bei der das primar gebildete bromhaltige 
Anlagerungsprodukt durch absoluten Methylalkohol anstelle 





‘) 3. und 4. Mitteilung iiber Himatoporphyrin von W. Kiister, 
P. Deihle und H. Bauer. Diese Zs. Bd. 86, S. 51 (1913), Bd. 94, 
S. 172 (1915). 

7) Diese Zs. Bd. 87, 8. 435 (19138). 
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> des Wassers zerlegt wird, wiederum die Bildung eines ,,Hamins“ 
' peobachtet, das als Dimethylather des Himatohimins an- 
; gesprochen werden muB, dessen beide Carboxyle auBerdem 
' noch verestert sind. Seine Menge wechselt je nach der Dauer 
' der Einwirkung des Bromwasserstoffeisessigs und betragt im 
' Durchschnitt 5°/, des eingesetzten Himins, so daB diesem 
| Nebenprodukt eine Bedeutung nicht abgesprochen werden kann, 
auch dann nicht, wenn es erst ein tertiires Produkt wire, 
_ d.h. wenn es aus dem Hamatoporphyrindimethylither durch 
Wiederanlagerung der Ferribromidgruppe entstanden wire, 
' was friher in Erwiigung gezogen wurde, aber nach unseren jetzt 
» erhaltenen Resultaten kaum noch in Frage kommen diirfte, 
' worauf wir zuriickkommen. War nun schon aus der Beobach- 
' tung, wonach bei kiirzerer Kinwirkung des Eisessigbromwasser- 
| stoffs die Menge des Himatohimins gréBer ist als bei inten- 
 siverer Behandlung des Himins mit dem die Umsetzungen 


bewirkenden Gemisch, die Vorstellung vom Nebeneinanderlaufen 


_der Vorginge des Loslésens des Kisens und der Anlagerung 
' des Bromwasserstoffs erhirtet worden, so schwindet jeder 
_ Zweifel an ihrer Richtigkeit durch die Tatsache, daB sich das 
| tetramethylierte Himatohimin durch weitere Kinwirkung von 
' Bromwasserstoffeisessig enteisenen lift und hierbei aller Methyle 
- beraubt wird. 


Ein Wiedereintritt der Athermethyle ist dann natiirlich 
ausgeschlossen, selbst wenn der Riickstand der Eisessigbrom- 
wasserstofflésung mit Methylalkohol behandelt wird, denn hier 
sind ja schon die Hydroxyle in den Seitenketten vorhanden, 


| wihrend die Methoxyle entstehen, wenn Methylalkohol auf 


das an das Himin herangetretene Brom einwirkt. Wohl aber 
findet Veresterung statt uud der Hamatoporphyrindimethy]l- 
ester geht in Ather iiber, dem er dann durch 10°/, igen Brom- 
wasserstoff entzogen wird, worauf in der wiBrigen Lésung 
Verseifung zum Himatoporphyrin selbst erfolgt. 

Wird das tetramethylierte Hamatohimin mit 5°/, iger 
alkoholischer Kalilauge erwirmt, so werden die Estermethyle 
verseift und zugleich wird das Brom des Haimins durch Hy- 
droxyl ersetzt. Es entsteht also der Dimethylather des Himato- 


ie 
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hydroxyhimins, der sich wie alle Hydroxyhimine in mit ver. 
diinnter Schwefelsiure angesiiuertem Methylalkohol lést und 
nun aus der zum Sieden erhitzten Liésung durch Salzsiiure 
als Chlorhimatohimin gefallt wird, das wieder verestert ist. 
DaB wir es mit ,,Himinen“ zu tun haben, beweist auBer der 
Analyse auch das Spektrum und die Méglichkeit der Reduktioy 
zu den entsprechenden Himochromogenen durch Hydrosulfit 
oder durch Hydrazin. 

Zu ganz ahnlichen Stoffen gelangten wir dann durch Wieder- 
einfihrung des EKisens als Ferroacetat nach der Methode vor 
Zaleski’) an den Dimethylither des Himatoporphyrins oder 
an sein salzsaures Salz. Unter Farbenumschlag und Ubergehen 
des Porphyrinspektrums in das eines Himins bildet sich da: 
Hamato(hydroxy)himin, bzw. das Himato(chlor)himin, denn bei 
Austiihrung der Reaktion in 80°/,igem Lisessig tritt Ver- 
seifung der Athermethyle ein. 

Wir haben ferner das tetramethylierte Himato(brom)himin 
nach seiner Uberfihrung in den Dimethylither des Himato- 
hydroxyhimins der Oxydation unterworfen, um festzustellen, 
ob hierbei die gleichen Stoffe entstehen wie bei der Oxydation 
des Himatoporphyrindimethylithers, nimlich Himatinsiiure 
und ein methoxyliertes Methylathylmaleinimid vom Schmelz- 
punkt 59°, oder ob dabei etwa auch Methylathylmaleinimid 
selbst gebildet wird. Letzteres ist ja durch seinen charakte- 
ristischen Geruch schon in Spuren nachweisbar, wihrend das 
bei 59° schmelzende Imid nicht riecht. Ma8gebend fir diese 
Untersuchung, die iibrigens nur Haimatinsiure und das nicht 
riechende Imid ergab, welches positive Resultat die enge Zu- 
sammengehorigkeit mit dem Hamatoporphyrindimethylather 
bekraftigte, war die folgende Uberlegung. Die Kinfihrung 
des Eisens als Ferrosalz in das Molekil der Porphyrine 
wobei Himine entstehen, aus denen durch Bromwasserstotfi 
das Eisen als Ferribromid abgespalten wird, lieB, wie der eine 
von uns kiirzlich ausgefiihrt hat?), zwei Méglichkeiten der 





1) Diese Zs. Bd. 37, S. 68/70 (1903), Bd. 43, S. 11 (1904). 
*) Diese Zs. Bd. 129, S. 166 (1923). 
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Deutung offen. Entweder muBte wihrend der Kinfiihrung des 
zweiwertigen HKisens eine Oxydation durch den Sauerstoff der 
Luft stattgefunden haben oder es muBbte sich zu der am 
Kisen erfolgenden Oxydation eine Reduktion im organischen Teil 
des Molekiils gesellen. Wie sich dieser Vorgang etwa ab- 
spielen kénnte, ist in der erwihnten Abhandlung an einer 
Reihe von Bildern dargetan worden. Fast zu gleicher Zeit 
hat H. Fischer’) auf diese Verhiltnisse hingewiesen und 
experimentell bewiesen, daB eine Oxydation durch den Luft- 
sauerstoff nicht in Frage kommen kénne. So kommt der 
intramolekulare Ausgleich allein in Betracht, aber er kann 
nur in der Art verlaufen, daB sich an der Reaktion mehrere 
Molekiile des Porphyrins beteiligen, von denen zwei das Hisen 
aufnehmen, wihrend ein drittes Molekiil auch im organischen 
Teil eine Oxydation erfahren muB, da die Oxydation am Kisen 
nur ein Mehr yon einer Valenz erfordert, zum Ausgleich im 
organischen Teil aber zwei Valenzen aufgebraucht werden. 
Verliuft daher die Anlagerung des Hisens quantitativ — und 
unsere Ausbeuten beim Himatoporphyrindimethylither lassen 
fast einen solchen Schlu8 zu —, dann fallt auch diese Inter- 
pretation und es bleibt nur noch die Annahme iibrig, daB 
zunichst das Mesoporphyrin eine ungesittigte Stelle im Mo- 
lekiil enthalt. Es wire dann die empirische Formel desselben 
nicht C,,H.,0,N,, sondern C,,H,,0,N, zu schreiben und die An- 
lagerung des Ferroeisens bestiinde in dem Herantritt desselben 
an die ungesittigte Stelle, z. B. am Stickstoff N,, wobei das 
Kisen dreiwertig wird. Diese Vorstellung harmoniert nun mit 
dem von W. Kiister entworfenen Bild fiir ein Porphyrin in- 
sofern trefflich, als dieses der den Tatsachen entsprechenden 
Forderung gerecht wird, wonach ein ausgesprochen ungesattigtes 
Molekiil nicht in Frage kommen darf. Denn dieses Bild 1a8t 
ie Méglichkeit der Wanderung der ungesittigten Stelle inner- 
halb des Molekiils zu, so daB sich das Ungesittigtsein nicht 
an einer bestimmten Stelle konzentrieren kann, wie die fol- 
genden Bilder zeigen, zu denen noch bemerkt sei, daB die 


') Diese Zs. Bd. 128, S. 234 (1923). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIII. 9 
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weitere Wanderung iiber C, nach N,, C,, N, geht, wonach VJ, Me 


resultiert, das mit I. wieder identisch ist. be 
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Die Abspaltung des Eisens durch Jodwasserstoffeisessig ste 
wiirde alsdann darin bestehen, daB durch ein Molekil Jod- — 2 
wasserstoff bereits die Loslésung erfolgt: C,,H,,O,N,FeJ + HJ § 7 


= FeJ, + C,,H,,0,N, (die Reduktion, aber nur in den Seiten. — 
ketten, fiihrt dann zu C,,H,,O,N,), wihrend die Reduktion JB % 


der einen Stelle am Stickstoff aus den angefihrten Grinden J e 
nicht erfolgt, wobei die Nichtexistenz eines Ferrijodids vielleicht da 
eine Rolle spielt. Bei der Bildung des Himatoporphyrins J ‘¢ 
muB aber der ProzeB andersartig verlaufen, vorausgesetzt, dab J 


auch diesem Stoff der gleiche ungesittigte Zustand wie dem FF Al 
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| Mesoporphyrin innewohnt, was aber bei der groBen Ahnlichkeit 
' beider Porphyrine entweder fiir beide oder fiir keines der beiden 
gilt. Durch Kisessigbromwasserstoff wird aber das Eisen als 
_ Ferribromid abgespalten und, wenn trotzdem auch hier eine un- 
gesittigte Stelle zunichst am Stickstoff erhalten bleibt, so muB 
| Wasserstoff auftreten: 


C,,H,,0,N,FeBr + 2 HBr = FeBr, + C,,H,,0,N, + H. 


' Da aber allem Anschein nach Wasserstoff nicht frei wird, 
sollte er zur Reduktion eines Teils des Himins aufgebraucht 
worden sein und ein Reduktionsprodukt des Himins, vielleicht 
' also Mesoporphyrin oder Mesohamin gebildet worden sein, das 
sich dem Hamatoporphyrindimethylather beigemengt haben 
-konnte. Dann miBte die Methylzahl des Praparats oder die 
| des tetramethylierten Himatohimins herabgemindert sein und 
| bei der Oxydation sollte Methylithylmaletnimid beobachtet 
' werden. Bisher hat nun die experimentelle Priifung keine 
_ Anhaltspunkte in diesen Beziehungen gegeben und die Frage, 
| ob die Porphyrine ein ungesittigtes System vorstellen, bleibt 
| demnach eine offene. Es sei aber noch darauf hingewiesen, 
| daB die Vorstellung eines solchen in bester Ubereinstimmung 
' mit der Auffassung steht, daB die LosreiBung des EKisens von 
einem Stickstoffatom leichter erfolgt, wie von dem andern. 
Eine solche Abtrennung wurde z. B. bei der Bildung von 
_,Himatin® von W. Kiister als héchst wahrscheinlich ein- 
| tretend angenommen, auch R. Willstatter formuliert die Ab- 
trennung des Eisens unter der Einwirkung von Bromwasser- 
| stoff stufenweise. Ferner wire dann die Himochromogenbildung 
auf eine Loslésung des Eisens von dem einen Stickstoffatom 
_ zuriickzufiihren, auch wenn sie in neutraler Lésung erfolgt, 
/wie das bei den Estern des Hamins moéglich ist, woriiber 
' nichstens ausfiihrlicher berichtet werden soll, und vielleicht 
| beruht gerade die Méglichkeit der Addition von Stoffen darauf, 
daB sie sich an das zweiwertige Eisen und an die ungesittigte 
Stelle im organischen Teil des Himochromogens anlagern, 
' Welchen Platz auch das Pyridin einnehmen kénnte, wenn es mit 
' Alkalien zusammen einwirkt. Hangt aber im Himochromogen 


9* 
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das Eisen in der Tat nur noch mit einem Stickstoffatom 
zusammen, so wird auch die schon von Hoppe-Seyler ge. 
machte Beobachtung verstiindlich, daB die véllige Herauslisunng 
des Kisens nun leichter gelingt als aus dem Himin. Endlich 
wiirde das Ungesiittigtsein auch ein Licht auf die bei de 
Oxydation der Hiimine und Porphyrine festgestellte Hr. 
scheinung werfen, wonach mindestens ein Pyrrolkern zerstirt 
wird, was friiher mit dem Vorhandensein von ungesiittigten 
Seitenketten in Beziehung gebracht wurde, wihrend nach 
der neuen Vorstellung der Pyrrolkern selbst die Labilitit 
bedingt. 

Wie erwihnt, wurden die friiher erhaltenen Ergebnisse 
bei der Oxydation des Himatoporphyrindimethylithers einer 
erneuten Priifung unterzogen, um womdglich die Stellung des 
Hydroxyls und damit die des primar vorhandenen Broms im 
Haminmolekiil festzulegen. Enthilt das Himin wirklich Vinyle 
als Seitenketten, so konnten sich daraus durch Anlagerung 
von Bromwasserstoff entweder in Stellung ,,1“ oder in Stel- 
lung ,,2“ bromierte Athyle bilden und nach Ersatz durch 
Methoxyl miiBten dann derartig substituierte Pyrrolringe bei 
der Oxydation ein Methyl 2 Methoxyiithyl- oder ein Methy] | 
Methoxyaethylmaleinimid geben. 


C—C—CH, //f0—-C—CH, 
N< | nm Sr 2 
\o—C—CH,—CH,OCH, \CO—C—CH,—CH,OCH, 
C—C—CH CO—C-——CH 
5, >HNC |, 
\o—C—CH—CH, \co—C—CH—CH, 
| | 
OCH, OCH, 


Kin soiches Imid, C,H,,O,N, wurde in der 4. Mitteilung 


? 


beschrieben; die geringen Mengen, die wir in Hinden hatten. 
lieBen aber eine nihere Charakterisierung nicht zu. Bei der 
Fortsetzung der Versuche haben wir nun, dank einer Stiftung 
der Wiirtt. Gesellschaft zur Foérderung der Wissenschaften, 
gréBere Mengen von Himatoporphyrindimethylather einsetzen 
kénnen. Die Oxydation konnte so geleitet werden, daB neben 
einem Molekiil des Imids C,H,,0O,N, das bei 59° schmilzt, 
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zwei Molekiile Himatinsiure gefaBt wurden, womit zum ersten 
Mal das Vorhandensein von drei Pyrrolkernen im Himin- 
molekiil auch auf oxydativem Wege bewiesen worden ist. 
Dab sich nicht mehr als ein Molekiil des Imids bildet — die 
angenommene Hormel fiir das Porphyrin wiirde deren zwei 
erwarten lassen — kann vielleicht dahin gedeutet werden, daB 
in der Tat die beiden Pyrrolkerne, welche die ungesittigte 
Seitenkette tragen, sich bei der Anlagerung von Bromwasser- 
stoff verschieden verhalten haben, welche Vorstellung von dem 
einen von uns bereits friiher in Erwagung gezogen wurde’), 
und daB nun der Kern, welcher die Methoxylgruppe in der 
Stellung ,,2“ der Seitenkette enthalt, wegoxydiert worden ist. 
Denn das bei der Oxydation resultierende Imid kann nach 
seinem Verhalten nicht der Ather eines primiren Alkohols 
sein. Ks laBt sich namlich nicht nur zum Anhydrid verseifen, 
das ein farbloses bei 35 mm Druck bei 127° siedendes Ol 
vorstellt und durch ein Ammoniakanlagerungsprodukt, sowie 
durch ein mit 2 Molekiilen Wasser krystallisierendes wasser- 
lisliches Bariumsalz, auch durch die Analyse des Silbersalzes 
charkterisiert wurde, endlich auch durch die Riickverwandlung 
in das bei 59° schmelzende Imid, es lift sich durch stirkere 
Laugen auch entmethylieren, wobei ein krystallisierendes An- 
hydrid C,H,O, vom Schmelzpunkt 175° entsteht, das ebenfalls 
durch ein Ammoniakanlagerungsprodukt, ein wasserlésliches 
Baryumsalz mit zwei Molekiilen Wasser und durch das Silber- 
salz charakterisiert wurde. Die Méglichkeit, schon durch kochende 
Laugen die Verseifung eines Athers zu bewirken, scheint nun 
gegeben, wenn sich das Methoxyl in Stellung ,,1“ befindet, 
denn dann wird gerade durch Laugen unter Verwandlung in die 
Itakonsiure ein Stoff entstehen kénnen, der als substituierte 
Methoxycrotonsiiure leicht verseifbar sein muB, allerdings muf8 
angenommen werden, da8 beim Ansiiuern wieder die bisubsti- 





') Auf Grund der Beobachtung von R,. Willstitter und M. Fischer, 
wonach die beiden primir an das Hiimin addierteu Bromatome verschieden 
fest haften, und der von W. Kiister und P. Deihle mitgeteilten Tatsache, 
da8 durch Salzsiiure das eine der beiden Methoxyle im Himatoporphyrin- 
dimethylither verhiiltnismiBig leicht verseift wird. 


134 William Kiister und Hermann Maurer, 


on H,C—CH—COOH 
. a od | 
H,C—CH—C—60 A ia ree 
dcx, OCH, 


tuierte Maleinsiure entsteht, die nur in der Anhydridform be. 
standig ist, da ja das verseifte Produkt als Anhydrid erhalten 
wird. Allerdings liegt der Schmelzpunkt desselben sehr hoch 
(175°, so daB auch an das Anhydrid einer Itakonsiure ge. 
dacht werden kann. Erwahnt muB endlich werden, daB das 
bei der Oxydation des Himatoporphyrindimethylithers ent- 
stehende Imid, das nach der angenommenen Konstitution 
optisch aktiv sein kénnte, sich als inaktiv erwies. Es miibte 
also die Racemform vorliegen. Die endgiiltige Aufklirung bleibt 
somit der Synthese vorbehalten, die in Angriff genommen 
worden ist. 


Mit der Feststellung, daB in dem erhaltenen Imid die 
Methoxylgruppe in Stellung 1 steht, wire, worauf schon in der 
4, Mitteilung hingewiesen wurde, die Vorstellung von Will- 
stitter, die Bildung des Himatoporphyrins betreffend, endgiiltig 
widerlegt. DaB sie durchaus unwahrscheinlich ist, geht aber 
schon aus den geschilderten Beobachtungen hervor, denn das 
Himatohimin ist ein Himin, was aus dem Spektrum und 
der Reduzierbarkeit zu einem Himochromogen hervorgeht. Wenn 
der Stoff aber aus einem Porphyrin, wie es Willstatter 
formuliert, durch Wiedereinlagerung der Bromferrigruppe hervor- 
gegangen wire, dann kénnte kein Himin mehr vorliegen, denn 
fiir ein solches wire ja die von Willstatter angenommene 
Briickenbindung der CH: CH-Gruppe zum Stickstoff charakte- 
ristisch und diese wird nach Willstatter durch Bromwasser- 
stoff-Kisessig gesprengt. Sie miiBte sich also zugleich mit 
dem Kintritt des Kisens wieder einstellen, was jedenfalls viel 
unwahrscheinlicher ist, als die Vorstellung, wonach ein Teil 
des Himins in diesem Teil der Molekel nicht verandert 
wird, sondern nur an anderer Stelle die Anlagerung von 
Bromwasserstoff erfihrt, ohne daB die Eisenbindung be- 
rihrt wird. 
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Experimenteller Teil. 
Der frither') gegebenen Art der Darstellung des Himato- 


| porphyrindimethylathers ist nichts hinzuzufigen. Er wird 
| der itherischen Lésung durch 10°/,ige Bromwasserstoffsiure 
| entzogen, wonach in der wiBrigen Lésung die Verseifung des 


primar vorhandenen Dimethylesters innerhalb einiger Tage 


' bei Zimmertemperatur vor sich geht. Im Ather bleibt das 


eisenhaltige Zwischenprodukt, das im Teil II niher beschrieben 


| werden wird. 


Teill. Zur Isolierung des Hamatoporphyrindimethyl- 


: ithers wird die bromwasserstoffsaure Lésung mit Natronlauge 
' yorsichtig fast neutralisiert und durch Zugabe von Natrium- 
' acetatlésung eine Fallung hervorgerufen in Form von hellroten, 
' amorphen Flocken. Sie wird filtriert, mit Wasser gut aus- 
' gewaschen, bei 50° getrocknet, fein pulverisiert und mit Ather 


erschépfend extrahiert. Aus der konzentrierten atherischen 
Lisung scheidet sich dann der Dimethylather in rotvioletten 
Krystallen ab, welche die Form der Teichmannschen Himin- 


| krystalle besitzen. Die Ausbeute betrigt bei einem Einsatz 
i von 25g Haimin bis zu 18 g = 83°/, und hingt wesentlich 
von der Konzentration des Kisessigbromwasserstofis (spez. Gew. 
| 141 bei 0°) und der Dauer der Einwirkung ab — 25g Hamin 
| beanspruchen meist viertiigiges Schiitteln mit 650 g des Saure- 
} gemisches, auch muf der zur Aufnahme des nach Abdestillation 
| des Siuregemisches im Vakuum bei 50° verbleibenden Riick- 
| standes dienende Methylalkohol (300 ccm) absolut sein und 
| bei 50° 20—24 Stunden einwirken. Beim Umkrystallisieren 
des Dimethylathers aus 90°/,igem Methylalkohol erhalt man 
_ braunrote Rhomboeder. Die Krystalle miissen bei 50° ge- 
| trocknet werden, wobei ein Gewichtsverlust von 0,8°/, gegen- 
| iber der vakuumtrocknen Substanz eintritt (0,4152 g verloren 
» 7. B. 0,0033 2. 


8,24 mg Substanz gaben 20,81 mg CO, und 4,85 mg H,0. 
10,04 mg ___s—e», »  G47mg AgJ. 
7,62 mg se , 0,61 cem N (21°, 739 mm). 





') Diese Zs. Bd. 94, S. 181 (1915). 
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CygH,,0,N,: Ber. 69,1°/, C 65°, H  8,96% N 4,8 %, CH, 
Geof, 66009 ,. G20 , 808 . 455 


” 


Die Salzsiiurezahl des Dimethylithers ist 4,5, das bedeutet 
also, daB 100 ccm der itherischen Lésung, die 0,02 ¢ des 
Porpbyrins enthalten, durch 100 ccm 4,5°/,ige Salzsiiure voll- 
stiindig entfiirbt werden.') Sinkt die Konzentration der iitheri- 
schen Lésung, so muB die Mindestkonzentration der Salzsiiure, 
die den Farbstoff zum Teil herausnimmt, wachsen. Eine 
gesittigte iatherische Lésung des Dimethylithers gibt z. B. 
bereits an 0,09°/,ige Salzsiiture Spuren von Farbstoff ab, ver- 
diinnt man aber 5 ccm der gesittigten itherischen Lésung mit 
35 cem Ather, so farbt sich die damit geschiittelte Salzsiure 
erst an, wenn sie 0,36°/,ig ist. 

In wiBriger Loésung bindet 1 Mol des Dimethylithers 
2 Molekeln Ammoniak: 

0,1759 g Substanz (50°) gaben 5,6 cem n/10-NH3. 

C,,H,,0,N,.-2NH,: Ber. 5,8 cem. 

Wird in die itherische Lésung des Dimethylathers Ammo- 
niakgas eingeleitet, so tritt unter Entfarbung der Lésung ein 
Niederschlag ein, der sich absaugen laBbt. Er ist zuniichst in 
Wasser und Methylalkohol leicht léslich, verliert aber diese 
Léslichkeit beim Trocknen im Vakuum, wonach die Substanz 
in Ather wieder léslich geworden ist. Trotzdem ist das Ammoniak 
nicht vollstiindig entwichen, es bleibt vielmehr 1 Molekiil 
Ammoniak auch noch bei 40° zuriick. ‘Trocknen bei hoherer 
Temperatur bewirkt eine Veriinderung, wonach sich das Produkt 
nur noch langsam in Alkalien, in Siuren dagegen nicht mehr lost. 

10,1 mg (i. V.) Substanz gaben 0,91 cem N (18°, 747 min). 

10,6 mg (40°) ‘ » 0,97 cem N (18°, 747 mm). 

Cy.H,,0.N,-NH;: Ber. 10,9°/, N Gef. 10,47 und 10,53°/, N 


Eine wibrige Lésung des Ammoniumsalzes, aus der durch 
Erwirmen alles iiberschiissige Ammoniak vertrieben worden 
ist, gibt mit Silbernitrat im UberschuB versetzt, eine rotbraune 
Fillung, die sich absaugen und auswaschen laiBt; das Filtrat 





1) Vgl. 5. Mitt. tiber Himatoporphyrin, Diese Zs. Bd. 109, S. 126 (1920). 
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zeigt saure Reaktion. Das bei 100° getrocknete Silbersalz ent- 
hilt 8 Atome Metall. 
0,1583 g Substanz gaben 0,0727 g AgCl. 
CrgHss0,N,Ags: Ber. 34,3°/, Ag Gef. 34,56°/, Ag 


Hamato-hydroxy-hamin. 

1 g Himatoporphyrindimethylather wird in 50 ccm 70°/, iger 
Kssigsiiure gelést und die Lésung auf 80° erwirmt. Daneben 
wird Kisenpulver in 60°/,iger Essigsiure gelést und die heiBe 
Lisung von Ferroacetat in kleinen Portionen so lange in die 
erhitzte Lésung des Dimethylithers einfiltriert, bis der Farbton 
der Lésung von Rot nach Braun umgeschlagen ist. Nach ein- 
tigigem Stehen wird das Reaktionsprodukt durch Wasser in 
Form von rotbraunen Flocken gefillt, die abfiltriert und mit 
20°/,iger Essigsiiure eisenfrei gewaschen werden, worauf im 
Vakuum und dann bei 70° getrocknet wird. Man erhilt ein 
blauschwarzes, metallisch glinzendes Pulver, das keinen Schmelz- 
punkt besitzt und sich in Ather, Alkohol, Chloroform und 
Salzsiure als unléslich erweist. In Alkali lést es sich mit 
rotbrauner F'arbe, auch in konz. Essigsaiure ist es léslich. Die 
alkalische Lésung zeigt ein Spektrum, das mit dem eines 
Himins unter gleichen Bedingungen vollstindig iibereinstimmt, 
auch wird die Lésung durch Hydrazinhydrat reduziert, die Farbe 
schligt nach Rot um und im Spektrum erscheinen die beiden 
charakteristischen Streifen des Himochromogens (4 = 545—565 
und 500—525). 

Das in einer Ausbeute von 0,75 g erhaltene Produkt ist 
demnach ein Himin und zwar ein Hydroxyhimin, da es sich in 
mit verdiinnter Schwefelsiiure angesiuertem Alkohol sofort léste, 
Zusatz von Salzsiiure zu der erhitzten Lésung bewirkt dann 
das Ausfallen eines braunroten Niederschlags, der in Alkalien 
nicht mehr léslich ist. Es ist also Veresterung eingetreten. 
Die Analyse bewies das Vorliegen eines Hydroxy-himins und 
sie zeigte, daf bei der Herstellung eine weitgehende Ver- 
seifung der Athermethyle eingetreten war. Zur Kontrolle 
dieses Befundes wurde dann Himatoporphyrindimethylaither in 
70°/,iger Essigsiure gelést, die Lésung 15 Minuten auf 90° 


138 William Kister und Hermann Maurer, 


erwirmt und dann 1 Tag stehen gelassen. Bei der Analyse 
des wieder ausgefillten Produkts ergab sich nur noch eijy 
Gehalt von 1,52°/, CH, (6,55 mg [50°]: 1,3 Agu). 
6,09 mg Hiimato-hydroxy-himin (70°) gaben 13,64 g CO,, 3,075 g H,0 
und 0,7184 mg Fe,QO,. 
8,44mg Himato-hydroxy-hamin (70°) gaben 0,605cem N (17°, 743mm) 


8,45 mg a is » 1,555 mg AgJ (Zeisel), 
CyeH,,0,N,Fe Ber. 61,98°/,C 5,88°/,H 8,03°/,N 4,3°/, CH, 8,03°/, Fe 
C,,H,,0,N,Fe ,, 60,98 , 5,538 , 83 , 00 , 83 , 

Ger 6120 , 6S , 33 » 138 » 83, 


Hamato-chlor-hamin. 

1,2 g salzsaurer Himatoporphyrindimethylither werden in 
75 com 70°/,iger mit Kochsalz gesittigter Essigsiure gelist. 
Zu der auf 90° erhitzten Lésung li8t man nun so lange eine 
hei8 filtrierte Lésung von Eisen in 60°/,iger Essigsiure zu- 
tropfen, bis ein Farbenumschlag nach Braunrot eingetreten ist. 
Dann erhitzt man wieder auf 95° und laBt anschlieBend 3 Tage 
stehen, worauf der ausgeschiedene Niederschlag abfiltriert und 
mit 50°/,igem Methylalkohol, der etwa 2°/, Salzsiure enthilt, 
eisenfrei gewaschen wird. Getrocknet wird zuerst im Vakuun, 
dann bei 70°. Das in kleinen Wiirfeln krystallisierende Himin 
ist unldslich in Ather, Alkohol, Benzol und Essigester, léslich 
in Aceton und Methylithylketon, ferner léslich in Soda, nicht 
sofort léslich in Bicarbonat sondern erst nach einiger Zeit und 
unléslich in verdiinnten Sauren. 

7,10 mg Substanz (70°) gaben 15,87 mg CO, und 3,355 mg H,0. 

7,99 mg - ‘ » 0,555 cem N (17°, 743 mm). 

0,1256¢ ,, »  0,01445 g FeO, und 0,02528 g AgCl. 
Die Zeiselbestimmung verlief negativ. 
C,,Hyg,0,N,FeCl Ber. 60,72°/,C 5,24°/, H 8,15°/, N 8,15°/) Fe 5,09°/, Cl 

Gef. 60,91 ,, 5,28 ,, 7,99 , 805 , 4,98 

Der Dimethylester des Himato-chlor-himins wurde 
aus 0,5g¢ Hamato-chlor-himin durch Lésen in 30ccm Methyl- 
alkohol unter Zusatz einiger Tropfen konz. Schwefelsiure und 
Zugabe von Salzsiure zur siedenden Lisung gewonnen. Nach 
dem Stehen iiber Nacht wird die Fallung filtriert und mit 
50°/,igem Methylalkohol, der 2°/, Salzséure enthilt, SO,”-frei 
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gewaschen. Getrocknet wird zuerst im Vakuum und dann bei 
70°. Die Ausbeute betrug 0,45 g. Der Ester stellt ein braun- 
rotes Pulver vor, leicht léslich in Methylalkohol, Aceton und 
Methylithylketon, wenig in Benzol, spurenweise in Ather, er 
ist in Alkalien unldéslich. 


6,88 mg Substanz (70°) gaben 15,255 mg CO, und 3,468 mg H,0. 


7,43 mg 9 99 » 0,495 com N (16°, 742 mm). 
5,93 mg ‘ - » 3,815 mg AgJ. 
CrgHO.N,FeCl Ber. 60,4°/, C 5,59°9/, H 7,8°/, N 4,19°/, CH, 
Gef. 60,51 ,, 5,64 , 7,68 , 4,11 , 


Ebenso leicht wie durch 70°/,ige Essigsiure wird der 
Himatoporphyrindimethylaither durch Alkalien verseift und 
zwar wurde mit Hilfe von Barytwasser der Monomethylither 
mit Hilfe von Kalilauge Haimatoporphyrin selbst erhalten. 

a) 2g Dimethylither wurden mit 125 ccm bei 60° ge- 
sittigtem Barytwasser 3 Stunden zum Sieden erhitzt, das 
unléslich abgeschiedene Bariumsalz griindlich ausgewaschen 
und mit Salzsiure zersetzt, worauf das Porphyrin durch 
Neutralisation gefallt wird. Es wird nach dem Filtrieren, 
Auswaschen und vorsichtigem Trocknen mit Ather extrahiert 
und dieser Lésung mit 0,3°/,iger Salzsiure entzogen. Nach 
Neutralisation dieser Lisung wird es wieder in Ather iiber- 
fihrt und krystallisiert aus dieser konzentrierten Lésung in 
prismatischen Nidelchen; aus 90°/,igem Methylalkohol schieden 
sich nur wenige rhombische Blattchen ab, die wohl aus noch 
beigemengtem Dimethylither bestanden. Nach dem Abfiltrieren 


} von diesen Krystallen wurde das Filtrat mit Wasser verdiinnt, 


wobei der Monomethylather des Himatoporphyrins in 


roten Flocken ausfiel. Nach dem Filtrieren wurde bei 50° 


getrocknet. Ausbeute 0,7 g. Die Salzsiurezahl des Stoffes ist 3,5. 
9,26 mg Substanz (50°) gaben 3,72 mg AgJ. 
CysHygON, Ber. 2,45, CH, Gef. 2,58°/, CH, 
Weitere Versuche miissen erweisen, ob hier das gleiche 


monomethylierte Himatoporphyrin vorliegt, das bei der Ver- 
' seifung des Dimethylithers mit 25°/,iger Salzsiure entsteht, 


oder der isomere Stoff, da es sehr wahrscheinlich ist, daB die 
beiden Hydroxyle des Himatoporphyrins verschiedenen Charakter 
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aufweisen. Durch konzentrierte Kalilauge werden allerdings 
beide Methoxyle verseift. Dazu wird 1 g Himatoporphyrin. 
dimethylither in 100 ccm 15°/,iger Kalilauge gelést und die 
Lésung 3 Stunden zum Sieden erhitzt, wobei starkes Schiumen 
und StoBen auftritt. Nach dem Erkalten wurde mit Salzsiiure 
schwach angesiuert, das Porphyrin mit Natriumacetat aus- 
gefallt, filtriert und nach dem Trocknen in Ather iiberfihrt, 
Der Farbstoff wurde dann der atherischen Lisung mit 0,2°/ iger 
Salzsiure entzogen und nach dem Neutralisieren wieder in 
Ather iiberfithrt. Es gelang aber nicht, ihn krystallisiert zu 
erhalten, auch nicht aus Methylalkohol, in dem er schwer 
léslich ist. Die Ausbeute betrug 0,9 g. Die Zeiselbestimmung 
verlief negativ. Die Salzsiurezahl wurde = 2,0 gefunden, 
welcher Befund fiir das Vorliegen von Hiimatoporphyrin spricht. 

Teil IJ]. Die ‘atherische Lésung der mit Methylalkohol 
behandelten Reaktionsprodukte aus Himin und Bromwasser- 
stoff—Hisessig. die man erhilt durch Zugabe reichlicher Mengen 
von Ather und Wegwaschen des Alkohols, wobei zugleich die 
Reste von Eisensalzen und Bromiden entfernt werden, wir( 
wie 8. 10 erwihnt, erschépfend mit 10°/,iger Bromwasser- 
stoffsiure ausgezogen, wobei das Porphyrin in die saure wibrige 
Lésung geht. Im Ather bleibt das seiner Zusammensetzung 
nach zwischen Himin und Porphyrin stehende noch veresterte 
Produkt zuriick, das durch Anlagerung von 2 Molekeln Bron- 
wasserstoff an das Himin und Ersatz der Bromatome durch 
2 Methoxyle entstanden ist und das wir als Dimethylester 
des Himato(brom)himindimethylithers bezeichnen wollen. 
Seine Menge wechselt je nach der Dauer der Einwirkung des 
Bromwasserstoff—Kisessigs auf das Bromhimin und betrug bei 
einem Kinsatz von 25 g Himin 1,4 g neben 14,7 g Himato- 
porphyrindimethylither, wenn 3 Tage geschiittelt worden war, 
bei viertigiger Kinwirkung dagegen nur 0,7—1 g neben 18 g 
vom Dimethylather. 

Das blauschwarze amorphe Zwischenprodukt erweist sich 
als léslich in Ather, Alkohol, Petrolither, Chloroform, Aceton 
und Methylithylketon. Es ist unléslich in schwachen Siuren 
und in Alkalien. 
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8,43 mg Substanz (80°) gaben 17,84 mg CO, und 4,16 mg H,O. 


4,6 mg - is »  d44mg AgJ. 
0,0935 ¢ sy, - »  0,02215¢ AgBr und 0,00944 g Fe,0O,. 


Ber. 57,87°/, C 5,589/,) H  7,11°/, Fe 10,15°/, Br 7,61°/, CH, 
Gef. 57,73 , 5,52 , «+17,06 , 1008 , 7,44 4 

Die Absorptionspektren in Ather und Chloroform zeigen 
3 Banden, es handelt sich also sicher um ein Himin, denn 
ein §-Brom-Hiimin zeigte, in Chloroform gelést, dieselben 
3 Absorptionsbiinder im Rot, im Griin und beim Ubergang 
von Griin nach Blau und zwar fast an denselben Stellen. 

Die Verseifung des Zwischenprodukts unter gleichzeitigem 
Krsatz des Broms durch Hydroxyl zum Himato(hydroxy)- 
himindimethylither wurde durch Erhitzen von 3g mit 
100 cem 5°/,iger methylalkoholischer Kalilauge am Riickflub- 
kiihler bei einstiindigem Sieden erreicht. Danach wurde der 
Alkohol bis auf 25 ccm abdestilliert, der Riickstand mit 
250 com Wasser versetzt, filtriert und mit verdiinnter Essig- 
siure gefallt. Der abgesaugte und bromfrei gewaschene Nieder- 
schlag wurde erst im Vakuum, dann bei 80° getrocknet. Es 
ist ein schwarzbraunes Pulver, leicht léslich in Eisessig, Methyl- 
alkohol, Aceton und Chloroform, schwer lislich in Ather, 
unléslich in Petrolather und in verdiinnten Siauren, leicht léslich 
in Soda. 

8,64 mg Substanz (80°) gaben 19,61 mg CO,, 4,535 mg H,O und 

0,982 mg Fe,Q,. 

7,845 mg Substanz (80°) gaben 5,01 mg Agu. 

Cy5H,.O,N,FeOH: Ber. 61,98°/, C 5,88°/, H 8,03°/, Fe 4,13°/, CH; 
Ge Ciee ~ 507 _, Ge » 4,04 - 

Zwecks Uberfiihrung in ein Chlor-Himin wurden 0,5 g in 
Methylalkohol gelést, ein paar Tropfen konz. Schwefelsiiure zu- 
gegeben und die zum Sieden erhitzte Lésung mit Salzsiure 
gefillt. Nach dem Erkalten wurde filtriert, der Niederschlag 
mit 50°/,igem Methylalkohol, der 2°/, Salzséure enthielt, aus- 
gewaschen, im Vakuum und bei 70° getrocknet. Der ent- 
standene Dimethylester des Haimato(chlor)himindi- 
methylathers ist unléslich in Alkalien, leicht léslich in 
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Methylalkohol, Aceton und Chloroform, weniger in Essigester. 
Ather und Benzol lésen nur Spuren. 


6,45 mg Substanz (70°) gaben 14,53 mg CO, und 3,36 mg H,0. 


8,13 mg a ms » 0,525 cem N (15°, 740 mm). 
7,90 mg * us »  9,8255 mg AgJ. 
Cy.H,,0,N,FeCl: Ber. 61,37°/, C 5,94°/, H 17,57°/, N 8,08 °/, CH, 
Gef. 61,46 ,, 5,83 ,, 7,45 ,, 8,01 


Zur Oxydation des Haimato(hydroxy)himindimethylithers 
wurden 2 g in 25 ccm Kisessig gelést und hierzu langsam und 
unter Kihlung eine Lésung von 6 g Chromtrioxyd in Kisessig 
= 21 Atome Sauerstoff pro Farbstoffmolekiil zugegeben. Dann 
wurde der Eisessig im Vakuum abdestilliert, wihrend welcher 
Zeit die Oxydation erfolgte, daran sichtbar, daB die rotbraune 
Lésung eine rein griine Farbe annahm. Der Riickstand wurde 
in heiBem Wasser aufgenommen und die restliche Essigsiure 
durch Erhitzen nach Zusatz von Schwefelsiure vertrieben, 
worauf mit Ather extrahiert wurde. Aus der atherischen 
Lésung wurden nun mit 10°/,iger Soda alle sauren Bestand- 
teile weggenommen, worauf sie getrocknet und dann der Ather 
abdestilliert wurde. Es hinterblieb ein gelbes Ol, das keinen 
Geruch besaB und nach einiger Zeit fest wurde. Ausbeute 0,4 ¢. 
Nach Umkrystallisation aus Petrolither lag der Schmelzpunkt bei 
58—59°. Es ist demnach nur Methyl-Methoxyithylmaleinimid 
entstanden. Zur Kontrolle wurde mit Bariumhydroxyd verseift, 
wobei kein schwerlésliches Bariumsalz entstand. Nach dem 
Ausfallen des iiberschiissigen Bariums mit Kohlendioxyd wurde 
eingedampft, wobei sich ein in rechteckigen Tafelchen krystalli- 
sierendes Bariumsalz abschied (vgl. S. 147). Aus der Soda- 
lésung wurde Himatinsiure:isoliert. Ausbeute 0,7 g. 

Die Abspaltung des Eisens aus dem Dimethylester des 
Hamato(brom)himindimethylithers gelingt mit einem Eisessig- 
Bromwasserstoff vom spez. Gew. 1,41 glatt. Es wurde hierbei 
ein Porphyrin gewonnen, das die Salzsiurezahl 2 aufwies, in 
Blattchen krystallisierte und sich hierdurch als Hamatoporphyrin 
charakterisieren lieB. Auch verlief die Methoxylbestimmung 
negativ. Durch ein schwicheres Siuregemisch wird das 
Hamato(brom himinderivat nur unvollstindig enteisenet. 1g 
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wurde mit 40 ccm EKisessig—~Bromwasserstoff (spez. Gew. 1,35) 
10 Stunden geschiittelt. Dann wurde das Sauregemisch bei 60° 
im Vakuum abdestilliert und der Riickstand in absolutem 
Methylalkohol gelést. Nach Zugabe von 150 ccm Ather wurde 
mit Wasser gewaschen, in welches auch Ferriionen iber- 


gegangen waren, und dann mit 10°/,iger Bromwasserstoffsaiure 


das gebildete Porphyrin herausgenommen. Die wiBrigsaure 


| Lésung blieb 2 Tage zur Verseifung der Estermethyle stehen, 


worauf das Porphyrin auf die schon geschilderte Weise isoliert 
wurde. Ausbeute 0,15 g. Es hatte die Salzsiurezahl ,,2“ und 


| enthielt kein Methoxyl mehr. Das im Ather verbliebene Himin, 


ein blauschwarzer metallisch glinzender, in Alkalien und in 
Siuren unldslicher, in Chloroform, Aceton, Essigester und 
Benzol leicht léslicher Stoff ohne Schmelzpunkt, erwies sich 
gleichfalls als der Athermethyle beraubt. Es handelt sich 


| also um den Dimethylester des Himato-brom-himins. 


Ausbeute 0,7 g. 
7,85 mg Substanz (70°) gaben 16,42 mg CO, und 3,58 mg H,O. 


7,58 mg ‘ ‘i » 4,985 mg AgJ. 
C,H .,0,N,FeBr: Ber. 56,99), C 5,09, H 3,9°, CH, 
Gef. 57,06 , 5,10 , 4,18 


Wir hoffen, durch Verseifung der Estermethyle dieses 
Stoffes zu demselben Produkt zu gelangen, das aus dem 
Himatoporphyrin durch Hinfiiurung der Bromferrigruppe ent- 
stehen muB. 

Teil If. Zur Oxydation werden 15 g Himatoporphyrin- 
dimethylather in 1200 ccm 20°/, iger Schwefelsiure gelést und’ 
zunichst eine Lésung von 24 g Chromtrioxyd in 150 ccm Wasser 
entspr. 15 Atomen Sauerstoff) zugegeben. Dabei entsteht ein 
dunkelroter Niederschlag eines Chromats, der beim Erwirmen 
im Wasserbade auf 35—40° bald wieder verschwindet. Unter 
geringer Entwicklung von Kohlensiure wird die Chromsdure 
verbraucht, worauf weitere 9 g in kleinen Portionen zugegeben 
werden. Ist die Lésung rein griin geworden und zeigt eine 
nach 1/, Stunde herausgenommene Probe nur noch einen 
schwachen Uberschu8 an Chromsiure an, so unterbricht man 


‘das Erwirmen und extrahiert nach dem Erkalten erschépfend 
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mit Ather. Dem itherischen Extrakt werden dann mit 5°/, iger 
Soda die SAuren entzogen und nach Wiederansiuern abermals 
in Ather iiberfiihrt, der dann ein Gemisch von Himatinsiiuren 
hinterliBt. Die atherische Lésung, welche den neutralen Be. 
standteil der Oxydationsprodukte enthalt, wird getrocknet und 
abdestilliert, wonach ein hellgelbes Ol zuriickbleibt, das im 
Vakuum in 2—3 Tagen krystallisiert. Die Ausbeuten betragen 
bis 7,9 g Himatinsiure und 3,8 Imid. Da theoretisch 8,5 bay, 
7,8 g erhalten werden mii®ten, wenn je 2 Molekeln aus einer 
Molekel Himatoporphyrindimethylither entstanden wiiren, haben 
sich also 2 Molekeln Himatinsiiure und 1 Molekel des Imids 
gebildet.') Die Versuche, das Imid aus warmem Wasser un- 
zukrystallisieren, hatten insofern keinen Erfolg, als es sich 
beim Erkalten stets als farbloses Ol abschied, das nicht zur 
Krystallisation zu bringen war. Dagegen erhilt man es aus 
Petrolither (Siedep. 60—90°) in Form sehr schéner biischel- 
férmig angeordneter farbloser Nidelchen vom Schmelzp. 55°. 





13,62 mg Substanz (45°) gaben 28,22 mg CO, und 7,85 mg H,0. 

10,92 mg ™ (45°) ,, 0,8 cem N (21°, 739 ram). 

11,17 mg - (45°) , 15,45 g AgJ. 

C,H,,0,N: Ber. 56,8°/, C 6,52°/) H 8,289), N 8,879, CH, 
Gef. 56,5 - 6,45 " §,25 9 8,81 ‘a 

Zur Verseifung des Imids wurde 1g mit 75 com einer 
bei 60° gesittigten Lésung von Bariumhydroxyl 2 Stunden 
zum Sieden erhitzt’), wobei sich die Farbe der Lésung von 
Hellgelb iiber Braungelb wieder nach Hellgelb andert. Danach 
wird mit 300 ccm Wasser verdiinnt und aus der warmen 
Lésung das iiberschiissige Bariumhydroxyd durch Kohlensiure 
gefallt, vom Niederschlag wird filtriert und derselbe gut aus- 





1) Inbegriffen sind die Mengen an Oxydationsprodukten, welche 
der schwefelsauren Lisung durch Ather in einem Extraktionsapparat 
noch entzogen werden konnten. 

*) Das bei der Verseifung entwickelte Ammoniak wurde in einer 
Vorlage aufgefangen, die mit 70 cem n/10-H,SO, beschickt war. Zum 
Zuriicktitrieren waren 14,5 cem n/10-N,OH nétig. Fir 1 g C,H,,03% 
ber. 59 cem n/10-H,SO,, gef. 55,5 cem. Es wurden also 94°, der be: 
rechneten Ammoniakmenge aufgefangen. 
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gewaschen. Aus der konzentrierten Lésung scheidet sich dann 
das Bariumsalz in Form von farblosen, elliptischen Blattchen 
aus. Ausbeute nach dem Trocknen bei 40° 1,35 g = 74,2°/,. 
Es krystallisiert mit 2 Molekeln Wasser, die erst bei 150° 
langsam abgegeben werden. Die Léslichkeit im Wasser be- 
trigt etwa 1:35 bei Zimmertemperatur. 


0,4362 g Substanz verlieren bei 150° 0,0429 g = 9,8°/, (ber. 10,4). 


0,2289 g ” (150°) gaben 0,1723 g BaSQ,. 
0,300;¢ ,, (1509) ,, 0,2265 g BaSQ,. 
C,H,0O;Ba: Ber. 44,3°/, Ba Gef. 43,9 und 44,2°/, 


Zur Darstellung des Silbersalzes wurde die wiBrige Lésung 
des Bariumsalzes mit Silbernitrat gefallt. Man li8t im Dunkeln 
stehen, bis sich der flockige Niederschlag, der im Licht rasch 
braun wird, abgesetzt hat, isoliert ihn dann durch Filtration, 
wischt nitratfrei und trocknet bei 100°, wobei ebenfalls Brau- 
nung eintritt. 

0,1437 g Substanz (100°) gaben 0,1068 g AgCl. 

C,H,O,Ag.: Ber. 55,6°/, Ag Gef. 55,9"/, 

Das Anhydrid der Oxyathylmethylmaleinsiiure C,H,O, 
entsteht bei der Zerlegung des Bariumsalzes durch Salzsiure 
und laBt sich durch Aufnahme in Ather abtrennen. Nach 
dem Abdestillieren des Lisungsmittels aus der getrockneten 
Lisung hinterbleibt es als Ol, das rasch in Blittchen krystalli- 
siert. Es ist léslich in Alkohol, Aceton, Essigester und heiBem 
Wasser, aus dem es in feinen farblosen, zu Drusen vereinigten 
rechteckigen Blittchen herauskommt, die bei 175° schmelzen. 
Es ist wenig léslich in Petrolither, unléslich in Benzol. So- 
wohl die alkoholische als auch die waBrige Lésung des An- 
hydrids reagiert deutlich sauer (Lackmus oder Phenolphthalein). 
Bei der Titration verbrauchten 0,1576 g 20,6 com n/10-NaOH, 
01,1518 g 19,5 com NaOH, wihrend sich fiir eine zweibasische 
Substanz C,H,O, (Mol.-Gew. 156) 20,2 bzw. 19,48 berechnen 
libt. Das Natriumsalz erhilt man beim Verdampfen der 
neutralisierten alkoholischen Liésung in amorphen Krusten. 


7,98 mg Substanz (90°) gaben 15,69 mg CO, und 3,73 mg H,0. 


Die Methoxylbestimmung verlief negativ. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX XIII. 10 
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C,H,0,: Ber. 53,8°/, C 5,13°/, H 
Gef. 53,4 _,, 5,28, 

Schiittelt man die wiBbrige Lésung des Anhydrids mi 
frisch gefilltem basischen Kupfercarbonat, tiltriert den Uber. 
schuB ab und dampft das Filtrat ein, so scheidet sich das 


blaugriin gefarbte Kupfersalz in undeutlichen Blattchen ans, 


50,63 mg Substanz (100°) gaben 14,58 mg CuO. 
C,H,O0,Cu: Ber. 28,6°/, Cu Gef. 28,97°/, Cu 


Wird in die itherische Liésung des Anhydrids Ammoniak 
eingeleitet, so scheidet sich sofort ein flockiger weiBer Nieder. 
schlag ab, der nicht krystallisiert. Verwendet man als Lisungs- 
mittel Methylalkohol (20 ccm auf 0,8 g) und versetzt die mit 
Ammoniak gesiittigte Lésung mit Ather bis zur Triibung, dann 
krystallisiert tiber Nacht das Ammoniakanlagerungsprodukt in 
feinen, farblosen Niidelchen aus. Ihr Schmelzpunkt liegt bei 
160° unter lebhafter Zersetzung. Die Ausbeute betrigt 95°. 
In Wasser lést es sich mit neutraler Reaktion. 


2,79 mg Substanz (im Vakuum) gaben 0,38 cem N (20°, 738 mm). 
C,H,,0,N;: Ber. 15,79°/, N Gef. 15,88°/, N 


Es haben sich also 2 Molekeln Ammoniak angelagert. 
Auch Diazomethan diirfte sich unter gleichzeitiger Veresterung 
anlagern, doch wurde das Reaktionsprodukt nicht im _reinen 
Zustand erhalten, auch kann iiber die Konstitution nichts 
Niheres gesagt werden. 0,2 g Anhydrid wurden in absolutem 
Ather gelist und das aus 1,35 g Nitrosomethylurethan ent- 
wickelte Diazomethan (etwa 8 Molekiile) zu dieser Lésung ge- 
bracht, wobei sofort lebhafte Stickstoffentwicklung einsetzte. 
Es wurde dann 4 Stunden geschiittelt und iiber Nacht stehen 
gelassen, worauf das iiberschiissige Diazomethan durch Aus- 
schiitteln der itherischen Lésung mit Wasser zerstért und zur 
Entfernung saurer Bestandteile mit 10°/, iger Sodalésung aus- 
geschiittelt wurde. Die getrocknete atherische Lésung hinter- 
lie8 ein gelbes Ol von neutraler Reaktion, das auch bei langerem 
Stehen im Vakuum nicht erstarrte. Ausbeute 0,23 g. 


7,7 mg Substanz (im Vakuum) gaben 0,76 cem N (15°, 741 mm). 
5,54mg ,, a 7” » 8,845 mg AgJ. 
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C,oH,.95N,: Ber. 11,47°/, N 12,299, CH, 
Gef. 11,45, 10,29, 

Wihrend bei der Kinwirkung des konzentrierten Baryt- 
wassers auf das Imid der Methylmethoxyithylmaleinsiure nicht 
sur Ammoniak, sondern auch das Methyl des Methoxyithyls 
abgespalten wird, tritt bei Verwendung einer verdiinnten Lauge 
nur die Verseifung zum Anhydrid ein. Zu einer Lésung von 
1.5 ¢ Bariumhydroxyd in 225 com Wasser wird 1 g Imid ge- 
geben und dann 2 Stunden zum Sieden erhitzt, worauf das 
iiberschiissige Barium durch Kohlensiure gefallt wird. Das 
Kiltrat des gut ausgewaschenen Bariumcarbonats wird kon- 
yentriert, bis sich beim Erkalten das Bariumsalz der substitu- 
ierten Maleinsaiure in Form von farblosen, rechteckigen Blittchen 
abscheidet, die meist rosettenartig angeordnet sind. Die Aus- 
beute betriigt bis zu 95°/,. Das sich bei der Verseifung ent- 
wickelnde Ammoniak wurde in 70 ccm n/10-Schwefelsiure auf- 
gefangen; zum Zuriicktitrieren waren 19,4 ccm n/10-Natronlauge 
erforderlich. Da sich fir 1 g O,H,,O,N 59 cem n/10 be- 
rechnen, aber nur 50,6 gefunden wurden, sind also nur 85,7 °/, 
des Ammoniaks aufgefangen worden. Das Bariumsalz krystalli- 
siert mit 2 Molekeln Wasser, die erst bei langerem Erhitzen 
auf 160° vollstindig abgegeben werden. Zwischen 45 und 
160° verloren 0,3023 g 0,0299 g Wasser = 9,89°/,. Ber. fir 
U,H,,O,Ba + 2H,O: 10,03°/,. 
0,1224 g Substanz (160°) gaben 0,0860 g BaSQ,. 

C.H,,0,Ba: Ber. 42,53), Ba Gef. 42,58°/, Ba 


In Wasser von 20° list sich das Bariumsalz im Verhilt- 
nis 1:45. 

Aus der Lésung des Bariumsalzes wurde das Silbersalz 
durch Fallen mit Silbernitrat hergestellt. Es farbt .sich im 
Licht und beim Trocknen braun. 


0,1589 g Substanz (100°) gaben 0,1158 g AgCl. 
C,H,,0;Ag.: Ber. 53,73°/, Ag Gef. 53,9°/, Ag 
Nach Zersetzung des Bariumsalzes mit Salzsiure kann 


das Anhydrid der Methylmethoxyithylmaleinsiure mit Ather 
extrahiert werden und hinterbleibt nach dem Abdestillieren 
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des Lisungsmittels als gelbes Ol, das auch bei lingerem Stehey 
im Vakuum nicht krystallisierte. Ausbeute aus 2 ¢ Imig 
1,88 g Anhydrid = 95°/,. 

Der Siedepunkt des Ols, nach Siwoloboff bestimint, lieg: 
bei 210—211°. Die Destillation bei gewdhnlichem Druck gebhi 
unter leichter Zersetzung vor sich, im Vakuum geht sie glati, 
Bei 35 mm siedet der Stoff bei 127° und man erhiilt eine 
farblose, leicht bewegliche Fliissigkeit ohne besonderen Geruch, 
Die waBrige Lisung sowie die alkoholische zeigt saure Re- 
aktion; die Titration wurde in alkoholischer Lisung ausgefiihr: 
mit Phenolphthalein als Indicator. 

0,1496 g verbrauchen 18,1 cem n/10-NaOH; ber. 16,5. 

7,35 mg Substanz (i. V.) gaben 15,19 mg CO, und 3,855 mg H,0. 


5,22 mg * . 7,10 mg AgJ. 
C,H,,0,: Ber. 56,47°/, C 5,88°/, H 8,82 °/, CH, 
Gef. 56,35 . 5,87 . 8,74 


Zur Riickverwandlung des Anhydrids in das Imid wurde 
die bei 0° mit Ammoniak gesittigte Lésung von 1g in 10 ccm 
absolutem Methylalkohol im Bombenrohr je 2 Stunden auf 
115° und dann auf 125° erhitzt. Der Roéhreninhalt wird nun 
im Vakuum vom Ammoniak und Alkohol befreit und _ stellt 
dann ein dickes gelbes Ol vor, das sich in Ather lést. Zur 
Entfernung nicht umgesetzten Anhydrids wird die itherische 
Lésung mit 10°/, iger Sodalésung kriaftig durchgeschiittelt, 
worauf sie gewaschen und getrocknet wird. Nach dem Ab- 
destillieren des Athers hinterbleibt jetzt ein gelbes Ol, das 
nach einigem Stehen im Vakuum krystallisiert. Die weitere 
Reinigung erfolgte, wie es beim Imid angegeben ist, mit dem 
sich der erhaltene Stoff nach dem Schmelzp. 59° und den 
iibrigen Eigenschaften als identisch erwies. Ausbeute 0,31 ¢. 

5,683 mg Substanz (im Vakuum) gaben 7,53 mg AgJ. 


9,39 mg ” gaben 0,66 cem N (17°, 744 mm). 
C,H,,0O,N: Ber. 8,87°/, CH; 8,28°, N 
sxef, 8,45 = 8,1 


Ein Ammoniakanlagerungsprodukt wurde auch hier nach 
dem gleichen Verfahren wie beim entmethylierten Anhydrid 
gewonnen in Form farbloser Nadelchen, die bei 139° unter 
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Gasentwicklung schmelzen und in Wasser mit neutraler Re- 
aktion leicht léslich sind. 
6,205 g Substanz (im Vakuum) gaben 0,725 cem N (16°, 746 mm). 
C,H,,0,°2NH,: Ber. 13,6°/, N Gef. 13,5°/, N 


Die Einwirkung von Diazomethan auf das methoxylierte 
Auhydrid verlief abnlich wie die auf das methylfreie; es wurde 
ein gelbes Ol erhalten, das sich beim Erhitzen zersetzte und 
dessen alkoholische Liésung neutral reagierte. Es muBte also 
Veresterung eingetreten sein, nach dem Ausfall der Stickstoff- 
bestimmung war auBerdem eine Anlagerung des Diazomethans 
erfolgt. 


7,99 mg Substanz gaben 0,72 com N (15°, 732 mm). 


2,24 mg s . 5,91 cem AgJ. 
1,4H1,,0,N,: Ber. 10,85°/, N 17,4°/, CH, 
Gef. 10,48 ,. 16,85 


Die Durchfiihrung der Versuche wurde uns durch eine 
Stiftung erméglicht, welche mir die W. Gesellschaft zur For- 
derung der Wissenschaften gewibrte. Ich moéchte meinen auf- 
richtigen Dank fir diese Unterstiitzung auch hier zum Aus- 
druck bringen. W. Kiister. 


Beitrage zur Kenntnis der prosthetischen Gruppe 
des Blutfarbstoffs. 


Uber individuelle Blutuntersuchungen. I. 


Von 


William Kiister, A. Gerlach und F. Schoder. 


(Mitteilung aus dem Labor. f, org, u. pharmac. Chemie der Techn. Hochsch. Stuttgari 


(Der Redaktion zugegangen am 13. November 1923.) 


In mehreren Abhandlungen war darauf hingewiesen worden, 
daB es sich niitzlich erweisen wiirde, das Blut einzelner Indi- 
viduen zu untersuchen, um einen Kinblick dahingehend z 
erhalten, ob sich etwaige beim Altern oder durch Krankheiteu 
eintretende Verinderungen, die auch das Himoglobin betreffen 
kénnten, in der abgespaltenen prosthetischen Gruppe wieder- 
spiegeln.’) Waren doch bei der Aufarbeitung von Blut ver- 
schiedener Herkunft an den dargestellten Himinen Verschieden- 
heiten aufgefallen, die sich z. B. bei dem nach Modrners 
Methode bewirkten Herauslésen mittels Methylalkohol und 
Schwefelsdure in dem verschiedenen Methylierungsgrad zeigten, 
den die Himinpriparate aufwiesen und der scheinbar von den 
bei der Herstellung innegehaltenen Bedingungen unabhingig 
war. Bindende Riickschliisse zu ziehen wird aber nur au! 
Grund eines reichen Versuchsmaterials méglich sein, und s0 
haben wir Untersuchungen begonnen, welche die so oft schon 
diskutierte Frage, ob es nicht doch verschiedene Himoglobine 
im Blut eines Tieres gibt, von dem neuen Gesichtspunkt aus 
zu lésen bestrebt sein sollen, wonach die Anordnung der sauren 
und der basischen Gruppen um das Eisen die Verschiedenheit 


') Ber. d. d. pharmac. Ges. 1919, 8.99; diese Zs. Bd. 109, S. 117 
(1920). 
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| pedingt. Als erste dieser individuellen Blutuntersuchungen sei 
- nun die Aufarbeitung eines Pferdeblutes beschrieben, das dem 
' an schwarzer Harnwinde erkrankten Tier als therapeutische 
MaBnahme entzogen worden war. Da sich bei dieser Er- 
' krankung in dem Blut neben Himoglobin Muskelfarbstoff be- 
' finden konnte, der dem Himoglobin zwar ahnlich aber doch 
' yon ihm verschieden sein soll}, so werden die erhaltenen 


Resultate auch in dieser Hinsicht Aufschliisse vorbereiten, 
denn aus einem einzigen Fall wiirden Riickschliisse nur még- 
lich sein, wenn sich ganz prinzipielle Unterschiede ergeben 
hitten. Das ist jedoch nicht der Fall, da das erhaltene 
Priparat sich dem aus anderen Blut hergestelltem ,,Hamin“ 
im wesentlichen anschlie8t. Immerhin sind einige Eigentiim- 
lichkeiten bemerkenswert. Aus unseren Versuchen geht nim- 
lich hervor, daB die prosthetische Gruppe des in dem vor- 
liegenden Blut vorhandenen Blutfarbstoffs ein Rohhimin lieferte, 
das fast vollstindig in Chloroform léslich war, sich auch in 
heiBer Sodalésung nur wenig léste und trotzdem kein di- 
methyliertes Himin vorstellte, obgleich auch noch auf die Ge- 
winnung eines solchen hin gearbeitet worden war. Dieses 
Rohhimin bestand aus einem eng verbundenen Gemisch von 
mono- und dimethylierten (Chlor) Himin, das sich nicht durch 
Lisungsmittel, wohl aber unter dem KinfluB von Anilin trennen 
lieB, indem hierbei der monomethylierte Antei! in ein De(hydro- 
chlorid)monomethylhimin, der dimethylierte ‘um gréBten Teil 
in ein dimethyliertes Hydroxyhamin iiberging. Letzteres war 
in Ather léslich und krystallisierte daraus in Nadeln; es lieB 
sich in ein Chlorhimin zuriickverwandeln, was auch bei dem 
monomethylierten De(hydrochlorid)hamin gelang und zwar ent- 
stand aus der durch Methylalkohol und verdiinnter Schwefel- 
siure bereiteten Lésung durch Fallen mit Salzsiure in der 
Siedehitze ein dimethyliertes Himin. Nach den bisher még- 
lichen Vorstellungen liegt demnach ein O De(hydrochlorid)- 
hiimin vor?) und, da ein solches aus dem «-‘l'ypus der prosthe- 


') H. Giinther, Virchows Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. Bd. 230, 
S. 146 (1921). 
*) Diese Zs. Bd. 101, S. 49 (1918). 
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tischen Gruppe entsteht, enthielte der Teil des Blutfarbstofis 
der nur monomethyliert wurde, den a@-Typus und die Mono. 
methylierung wire am Carboxyl b erfolgt, wofiir auch spricht, 
daB eine weitere Methylierung des Rohhimins mit Hilfe yon 
Diazomethan nur in ganz untergeordnetem Mafe zu erreichey 
war. Carboxyl a mu8 also nach allem in einer sehr festey 
Betainbindung vorliegen, die erst unter dem HKinflu8 von Aniliy 
gelést wird. Ist nun das im Rohhimin vorhandene dimethy- 
lierte Himin aus demselben Blutfarbstoff hervorgeganzen oder 
liegt ein zweites Himoglobin vor, dessen prosthetische Gruppe 
den §-Typus bereits aufweist und daher leichter dimethyliert 
wurde? Wir haben diese wichtige Frage dadurch zu ent- 
scheiden versucht, daB wir das Rohhimin erschépfend mit 
Methylalkohol, dem konz. Schwefelsiure zugesetzt worden war, 
behandelten, also Bedingungen herstellten, unter denen das 
Rohhimin sich aus dem Blutfarbstoff gebildet hatte. Dabei 
gingen nun 60°/, des Rohhimins in Lésung, der Rest war 
nicht mehr in Lisung zu bringen, enthielt aber noch 3°, 
Methyl, wie das Rohhimin. Aus der Lésung wurde dann mit 
50 °/,iger Ausbeute (also 30°/, des Rohhimins) ein dimethy- 
liertes (Chlor) Himin durch Salzsaure gefillt. Es hat also 
den Anschein, als sei ein Teil des Rohhimins in Lésung ge- 
gangen, in dem dann unter Sprengung der Betainbindung die 
weitere Methylierung erfolgen konnte. Der 40°/, betragende 
unlésliche Rest mu8 aber unter dem EinfluB der Siure und 
der Temperatur eine Verinderung erlitten haben derart, dab 
die Betainbindung eine weitere Festigung erfahren hat. Daf 
die Saiure hierbei eine Rolle spielt, geht aus der Behandlung 
des Rohhimins mit Methylalkohol allein hervor, denn dieser 
brachte 80°/, in Liésung, ohne da8B im gelésten oder im un- 
gelésten Teil eine weitere Methylierung eingetreten war. Leider 
ist aus diesen Resultaten eine sichere Entscheidung der aui- 
geworfenen Frage noch nicht abzuleiten. Immerhin ist es auf- 
fallend, daB ein Teil des Hamins der Dimethylierung wesent- 
liche Schwierigkeiten bereitet und es liegt im Bereich der 
Méglichkeit, daB die zugrunde liegenden Verschiedenheiten 
bereits im Himoglobin selbst vorgebildet sind. 
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Experimenteller Teil. 
Die zur Verfiigung stehenden 5 Liter Blut einer ca. 15 Jahre 


alten Braunstute wurden nach Mérners Methode verarbeitet 
und gaben 1700 g eines Coagulums, aus dem mit Hilfe von 
Methylalkohol-Schwefelsiiure die prosthetische Gruppe des Blut- 
' farbstotfs extrahiert wurde. Der Auszug wurde zum Sieden 
- erhitzt und nach Zusatz von Salzsiure noch 20 Minuten im 
Sieden erhalten. Es schieden sich dann 18,6 g Rohhimin ab, 
' denen 1 g durch eine Extraktion mit Ather entzogen werden 
q konnten, wovon etwa 0,8 g aus Cholesterin bestand. Weitaus 
| die gréBte Menge des gereinigten Rohhimins war nun bereits 
j in kaltem Chloroform léslich, namlich 16,5 g (Fraktion Aa) 
' schwer in Chloroform lésliche Teile waren nicht vorhanden, 
in Chloroform unléslich waren 0,8 g (Fraktion B). Das Roh- 
| himin krystallisierte in groBen, kriftigen, beiderseits spitzen 
| Nadeln, meist einzeln auftretend, einige wenige Drusen waren 
| msehen. Hs erwies sich gegen 5 °/,ige Sodalésung bei Zimmer- 
' temperatur als bestindig und auch beim Erhitzen léste sich 
' nur wenig. Fraktion B erschien nicht krystallinisch, ging aber 
| mit Methylithylketon betupft in undeutliche Nadelchen iiber. 
5°/,ige Soda léste bei Zimmertemperatur schwer, beim Er- 
' hitzen leicht. Der Methylgehalt betrug 1,57 °/,. 


0,1072 g Substanz gaben 0,0263 g AgJ. 


' kin Teil des Praparats war in Methylalkohol léslich. Eine 
' eingehende Untersuchung unterblieb wegen der geringen Menge 
' und der Verunreinigung durch mitgerissenes EiweiB, das sich 
ja in dieser Fraktion angereichert haben muBte. 


Fraktion Aa krystallisierte aus Chloroform undeutlich, 


' aus Methylathylketon in kleinen Nadeln, gegen 5°/,ige Soda- 
lésung verhielt es sich wie das Rohhamin. Dies Verhalten 
' sprach fir das Vorliegen eines dimethylierten Hamins, die 
' Methoxylbestimmungen lehrten aber, dab dies nicht der Fall 
| war, da statt 4°/,, nur 3°/, Methyl gefunden wurden. 


0,2032 g Substanz gaben 0,0985 g AgJ = 3,10 °/, CHsg. 
003122¢  ,, 0,0145 g AgJ = 2,979, CH,. 


- Danach konnte es sich um ein Gemisch von di- und mono- 
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methylierten Haiminen handeln, doch sprach die villige Lis. 
lichkeit in Benzol schon bei Zimmertemperatur und die jy 
siedendem EKisessig gegen diese Annahme, zumal sich bein 
Erkalten der eisessigsauren Loésung eine Krystallisation jy 
Nadelchen einstellte. Es wurde dann eine Trennung mittel 
Methylalkohol versucht. 0,475 g wurden zweimal mit je 
100 ccm absolutem Methylalkohol am RiickfluBkiihler erhitzi, 
bei einer dritten Behandlung lésten sich nur noch Spuren. Er. 
halten wurden 0,384 g = 80°/,, léslich in Methylalkohol (Frak. 
tion Aaaw) und 0,075 g = 16°/, in Methylalkohol unldslich 


(Fraktion Aaf). Beide Teile enthielten gleichviel Methy] 
Aaa. 5,196 mg Substanz gaben 2,39 mg AgJ = 2,95 °/, CHg. 


5,24 mg ~ » 2,46 mg AgJ = 3°, CH,. 
Aap. 4,22 mg “ » 1,895 mg AgJ = 2,87°, CH,. 
7,005 mg ™ » 3,351 mg AgJ = 3,06 °/, CH,°), 


wihrend aber Fraktion Aaa, also der Riickstand der methyl. 
alkoholischen Loésung in Chloroform, Eisessig und Benzol lis- 
lich war und aus Methylithylketon in kleinen Nadeln krystalli- 
sierte, gelang es nicht die Fraktion Aaf krystallisiert zu er- 
halten. Dieser Teil hatte sich also wahrscheinlich durch das 
Erhitzen mit dem Methylalkohol verindert. Bemerkenswert 
ist auch, daB sich Aaq@ gleich nach der Darstellung in heiber 
Soda aufléste, nach einigen Wochen verhielt es sich wieder 
wie das Rohhimin. Der Zustand des Priparats ist also eben- 
falls von Bedeutung. Jedenfalls war durch die Behandlung 
mit Methylalkohol eine 'Trennung der Bestandteile des Rob- 
himins nicht erreicht worden. So wurde versucht, ob sich 
durch Zusatz von Schwefelsiure eine weitere Methylierung er- 
reichen lieB. 0,65 g der Fraktion Aa wurden viermal mit je 
25 ccm Methylalkohol, denen 5 Tropfen konz. Schwefelsiure 
zugesetzt worden waren, auf dem Wasserbade behandelt, wonach 
0,26 g unléslich zuriickblieben. Dieser Teil war noch loslich 
in Chloroform, Benzol, Kisessig, krystallisierte aber nicht mehr. 
Er enthielt 3,25°/, CH. 
0,01316 g Substanz gaben 6,7 mg AgJ. 


') Eine Methylimidbestimmung bei 170° verlief negativ. Eine hohere 
Temperatur anzuwenden ist zwecklos, weil dann totale Zersetzung de: 
Himins eintritt. 
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Die angefallenen 100 com Lésung wurden in der Siede- 
hitze mit 10 com 24°/ iger Salzsiiure versetzt, wonach sich 


| ein dimethyliertes Hiimin in einer Ausbeute von 0,2 g ab- 
geschieden hatte. 


9,24 mg Substanz gaben 6,2 mg AgJ = 4,29, CHsg. 


Ks krystallisierte aus Methylathylketon in Nadeln und léste 
sich auch beim Erhitzen in 5°/,iger Sodalésung nicht. Bei 


diesem Versuch ist also der in Lésung iiberfiihrte Teil des 


Rohhimins vollistindig methyliert worden. 

Bei der Kinwirkung von Diazomethan auf das Rohhimin 
‘Fraktion Aa) wurde eine geringfiigige weitere Methvlierung 
erst bei Anwendung eines groBen Uberschusses erreicht. Als 
0,45 g Substanz, gelést in 50 ccm Chloroform, zunichst mit 
der aus 2 ccm Nitrosomethylurethan entwickelten Diazomethan- 
menge mehrere Stunden geschiittelt worden waren, wies das 
in Chloroform gelést gebliebene Hamin (0,41 g) nur 2,869, 
CH, auf. 

6,88 mg Substanz gaben 3,073 mg AgJ. 
Bei einem zweiten Versuch wurden dann auf 0,46 g der Frak- 
tion Aa 5,5 cem Nitrosomethylurethan verwendet und 4 Stunden 
geschiittelt. Danach war ein Absatz von 0,065 g entstanden, 
der 3,4°/, CH, aufwies 
7,53 mg Substanz gaben 4,0 mg AgJ), 
wihrend das gelést gebliebene Hamin 3,61 °/, CH, enthielt 
9,43 mg Substanz gaben 5,32 mg AgJ. 


Dieser Teil krystallisierte aus Methylathylketon in Nadeln, 
wurde von heiBer Sodalésung nicht aufgenommen und gab bei 
Zimmertemperatur an Soda kein Chlor ab. Vollstandige Me- 
thylierung war also auch hierbei nicht erreicht worden. — 
Die Umsetzung mit Anilin wurde mit 2g der Fraktion Aa 
ausgefiihrt, die sich in 45 g Anilin ohne Hinterlassung eines 
Riickstandes lésten. Aus dieser Lésung wurden mit Essig- 
sure 1,75 g Farbstoff gefallt und die gut ausgewaschene und 
vorsichtig getrocknete Fallung mit Ather extrahiert. Hierbei 
trat nun eine Trennung ein. Es blieben 1,18 g in Ather un- 
léslich zuriick (Fraktion Aay), 0,56 g waren in Liésung ge- 
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gangen, hatten sich aber im Extraktionskolben abgeschiedey 
(Fraktion Aa 0). 

Aay erwies sich in Chloroform, Hisessig, Benzol als lis. 
lich, in Methylalkohol unléslich, beim Ansiuern mit etwas 
verdiinnter Schwefelsiiure trat sofort Lésung ein. Heibe Soda- 
lésung griff das Praparat nicht an. Aus den bei der Analyse 
ermittelten Werten: 

8,4 mg (i. V.) Substanz gaben 20,5mg CQ,, 4,47 g H,O u. 1,078 g Fe,0.. 
0,1074 g - » 0,00474 g AgCl und 0,0141 g Fe,0,. 
7,4 mg ” »  3,2mg AgJ, 
kann nun geschlossen werden, daB in dieser Fraktion ein Ge- 
misch vorliegt, das etwa auf einen Teil dimethyliertes Chlor- 
himin (das sich der Kinwirkung des Anilins entzogen hat) vier 
Teile monomethyliertes De(hydrochlorid)himin enthilt. 

Fir 4C,;H,,0,N,Fe + C,,H3,0,N,FeCl. 

Ber. 66,09°/, C 5,30°, H 8,783% Fe 1,13%, Cl 2,829, CH,. 
Gef. 66,58 5,96 8,98 1,09 2,76 

0,26 g der Fraktion Aay wurden nun in 50 ccm Methyl. 
alkohol unter Zusatz von 3 Tropfen verdiinnter Schwefelsiure 
gelést, die filtrierte Lésung 3/, Stunde am RiickfluBkihler im 
Sieden erhalten und dann mit 5 ccm 25°/iger Salzsiure ge- 
fallt. Der abgesaugte, ausgewaschene und getrocknete Nieder- 
schlag wog 0,232 g. Er léste sich in Chloroform, Benzol und 
Hisessig, krystallisierte aus Methylathylketon in Nadeln und 
war gegen Soda auch in der Hitze bestindig. Das Priparat 
war dimethyliert worden: 

8,42 mg Substanz gaben 5,4 mg AgJ = 4,10 °/, CHsg. 
11,75 mg ™ 5 2,46mg AgCl = 4,84°/, Cl. 

Die Fraktion Aad hatte sich aus der itherischen Lésung 
in feinen Nadeln krystallisiert abgeschieden, sie léste sich in 
Chloroform, Benzol, Hisessig und heiBem Methylalkohol, war 
bestandig gegen heiBe Sodalésung und stellte nach der Analyse 
ein dimethyliertes Hydroxyhamin vor. 

11,5 mg (i. V.) Substanz gaben 27,1 g CO,, 5,8 g H,O u. 1,445 g Fe,Q,. 
7,84 mg (i. V.) ¥ »  5,2¢ Ag. 
Fir C,,H,,0,N,FeOH. 
Ber. 65,34 °/) C 5,64 °/, H 8,44 °/, Fe 4,54 °/, CH. 
Gef. 64,27 5,64 8,79 4,23 
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0,235 g wurden wie angegeben in angesiuertem Methylalkohol 
gelést und die kochende Lésung durch Salzsiure gefallt. Das 
hierbei erhaltene, aus Methylathylketon in Nadeln krystalli- 
sierende Hamin wog 0,18 g und war gegen heife Sodalésung 
bestindig. 

8,9 mg (i. V.) Substanz gaben 5,77 mg AgJ = 4,13°/, CH, 

7,67 mg (i. V.) ie »  1,497mg AgCl = 4,83 °/, Cl. 

Zu einem ganz ihnilichen Ergebnis fiihrte die Einwirkung 
von Pyridin auf 1 g der Fraktion Aa, die sich auch in diesem 
Lisungsmittel restlos léste und nach Eintragen in viel mit 
ein wenig Essigsiure angesiuertes Wasser ausfiel. Ausbeute 
,75 g. Auch hier lag ein Gemisch wahrscheinlich von Hydroxy- 
himinen vor, von denen sich der eine Teil in Ather léste und 
daraus, wenn auch etwas undeutlich, krystallisierte. Merk- 
wirdigerweise war nun hier dieser Teil nur monomethyliert 

0,98 mg Substanz gaben 0,38 mg AgJ = 2,48 °/, CH,, 
wahrend der iAtherunlisliche Teil sich als dimethyliert erwies 
3,404 mg Substanz gaben 2,321 mg AgJ = 4,36°/, CH, 
Das Gesamtpriparat an Hydroxyhimin gab bei der Analyse 
wieder etwas zu niedere Werte fiir den Kohlenstoff, welcher 
Befund nicht allein auf Rechnung des noch vorhandenen Ge- 
halts an Chlorhamin zu setzen ist. 

10,2 mg (i. V.) Substanz gaben 24 mg CO,, 5,1 g H,O, 1,29¢ Fe,0, 

= 64,2°/, C, 559°/, H, 8,85 /y Fe. 

0,1534 ¢ Substanz gaben 0,00219 g AgCl = 0,35 °/, Chlor. 

Durch Lésen in mit Schwefelsiure angesiuertem Methylalkohol 
und Fallen der siedenden Liésung mit Salzsiure wurde dann 
ein aus Methylathylketon in Nadeln krystallisierendes, di- 
methyliertes Chlorhimin erhalten. 

10,9 mg Substanz gaben 6,8 mg AgJ = 3,98 °/, CHs. 


An der Ausfiihrung der Versuche beteiligte sich auch Fri. 
Marianne Kurrer. 


Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft méchte 
ich ergebensten Dank fiir die Unterstiitzung unserer Unier- 
suchungen auch an dieser Stelle zum Ausdruck bringen. 


Stuttgart, am 12. Novbr. 1923. W. Kiister. 


An welcher Substanz des Kohlehydratabbaues 
greift das Pankreashormon an? 
Von 


E. Toenniessen. 





(Aus der Medizinisehen Klinik Erlangen (Direktor Prof. L. R. Miller.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. November 1923.) 





Der Kohlehydratabbau im Saugetier vollzieht sich be. 
kanntlich ebenso wie bei den Bakterien in mehreren Zwischen- 
stufen, von denen im Siugetier bisher folgende sichergestellt sind: 
Glykogen, Traubenzucker, Milchséure, Acetaldehyd, Ameiser- 
siure, Kohlensiiure und Wasser. In fiiiheren Mitteilungen (zu- 
letzt Deutscher Kongre8 fiir innere Medizin, April 1923) hatte 
ich bereits die Vermutung geiufert, daB das Pankreashormon 
an der Milchsiure angreift. Hiefiir spricht: die Umwandlung 
von Glykogen in Traubenzucker geht ohne das Pankreas vor 
sich, ist nach Pankreasexstirpation sogar beschleunigt. Die 
Zerlegung des T'raubenzuckers in Milchsiure ist ebenfalls nicht 
an die Pankreasfunktion gebunden, da dieser Vorgang im 
diabetischen Blut ebenso rasch eintritt, als im normalen Blut 
und héchstens durch etwaige Acidose verzégert wird (Biirger)’); 
nach Milne?) ist die Glykolyse im diabetischen Blut sogar 
beschleunigt. Insulin hat auf jeden Fall keinen EinfluB av 
die Glykolyse in vitro. Die zwischen dem Traubenzucker und 
der Milchsiure bisher nur theoretisch vermuteten Substanzeu 
Glycerinaldehyd, Methylglyoxal und Dioxyaceton (von denen 
ich gemeinsam mit G. Scheibe Methylglyoxal in Gemischeu 





1) Zs. t. d. ges. exp. Med. Bd. 31, S. 98 (1923). 
*) Kongre8-Zentralbl. f. d. ges. inn. Med. Bd. 8, S. 235 (1912). 
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yon Muskulatur und Pankreasbrei bereits nachweisen konnte) 


‘kommen als Angriffspunkt fiir das Pankreashormon ebenfalls 


nicht in Betracht, da ja der Abbau iiber diese Substanzen 


| hinaus bis zur Milchsiure auch ohne das Pankreas ungestért 
| verliuft. Demnach ist also die Milchsiure als diejenige Sub- 
' stanz ins Auge zu fassen, an deren Verwertung das Pankreas 
| yorwiegend beteiligt und deren Abbau (Oxydation oder ein- 
'fache Spaltung) bei Pankreasinsuffizienz gestért ist. Dagegen 
-kinnte man einwenden, daB im Diabetes mellitus bisher 
‘keine wesentliche Vermehrung der Milchsiure im Blut und 
' Harn nachgewiesen ist. Doch ist dieser Kinwand nicht stich- 
'haltig, denn die Anhiufung der Milchsiure im diabetischen 
' Blut kann dadurch verhindert sein, daB die Milchsiure sehr 
rasch in Zucker zuriickverwandelt werden kann, zumal dieser 
| ProzeB in der diabetischen Leber verstirkt ist (Embden und 
| Isaac.?) 


Ich untersuchte nun zunichst, ob das Pankreas fiir die 


Qxydation der Milchsiure von Bedeutung sei und zwar fir 
die Uberfithrung der Milchsiure in Brenztraubensiure. Es 
gelang aber nicht, bei Sauerstoffdurchleitung durch milchsiure- 
| haltigen Organbrei (Leber, Muskulatur, Pankreas und Kombina- 
_tionen dieser Organe) Brenztraubensiure auch nur in Spuren 
/m erhalten, obwohl in Kontrollversuchen die Brenztrauben- 
' siure aus elweiBhaltigen Lésungen bis zur Konzentration von 
| 0,05°/, als p-Nitrophenylhydrazon wieder gewonnen werden 
'konnte. Da ferner weder in eigenen Versuchen noch in denen 
}anderer Autoren (Levene und Meyer”, Simon und Aubel?) 


ein die Brenztraubensiure zerlegendes Ferment mit Carboxylase- 


_wrkung nachzuweisen war — bei Zusatz von Brenztrauben- 
siure zu Organbrei (Leber) fand sich in meinen Versuchen 
| sogar geringere Acetaldehydbildung als in Leerversuchen*) — 
‘und da die Brenztraubensiure bei intravenéser Anwendung 


ee. 


') Diese Zs. Bd. 99, S. 297 (1917). 

*) KongreB-Zentralbl. f. d. ges. inn. Med. Bd. 11, S. 173 (1914). 

: 3) C. R. S, 176, 1923, zit. bei Neuberg, Klin. Wschr. Bd. 2, 
| S. 1458 (1923). 

| ‘) Verhandl. d. deutsehen Kongr. f. inn. Med. 1923. 
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extrem giftig ist (P. Mayer), ist anzunehmen, daB die Brenz. 
traubensiure kein normales Zwischenprodukt beim Abbau der 
Kohlehydrate im Saiugetierkérper ist. 

In weiteren Versuchen war deshalb daran zu denken, dag 
die Milchsiure unter dem EinfiuB des Pankreashormons nicht 
oxydiert, sondern direkt gespalten wird und zwar nach der 
Formel: 

CH,CHO/HCOOH ——»> CH,CHO + HCOOH 

in Acetaldehyd und Ameisensiure (entsprechend der kataly. 
tischen Zersetzung der Milchsiure durch verdiinnte Schwefel- 
siiure (vgl. Schade.”) Mit dieser Anschauung wire der Befund 
Stepps’), daB die Ameisensiiure im diabetischen Blut. stets 
vermindert ist, gut vereinbar. Die Werte fiir Acetaldehyd im 
diabetischen Blut dagegen verhalten sich unregelmiifig, was 
wohl damit zu erkliiren ist, daB der Acetaldehyd nicht nw 
aus der Milchsiure, sondern in geringen Mengen (einige Milli- 
gramme) auch aus anderen Substanzen (Acetonkérpern) ent- 
stehen kann. 

Ks war also zu untersuchen, ob eine Spaltung der Milch- 
siiure durch Pankreasbrei bzw. Insulin in Acetaldehyd und 
Ameisensiure eintritt, oder ob das Pankreashormon dadurch 
wirkt, daB es die Zellen anderer Organe (Muskulatur, Blut 
zu dieser Spaltung befihigt. Es wurde zunichst nur au 
Acetaldehyd untersucht, da dieser einfacher zu bestimmen ist 
als die Ameisensiure. 


A. Versuche mit Organbrei. Die frischen, noch warm vou 
Schlachthof erhaltenen Organe wurden sofort mit der Scheere zerkleinert 
und dann mit Quarzsand verrieben, mit 2 Volumen destilliertem Wasser 
versetzt und so als Organbrei in der Menge von 30 cem, also 10 g Organ, 
verwendet. Zu dem Organbrei wurde entweder 50 cem n/10-Kochsalz: 
lésung oder 50 cem n/10-neutralisierte Milchsiiure (so daB die Mischung 
0,45°/, Milchsiiure enthielt) zugesetzt. Als Abfangmittel fiir den Acet: 


aldehyd wurde nach Neuberg*) Calciumsulfit (10 cem einer n/2-Aut 





1) KongreB - Zentralbl. f. d. ges. inn. Med. Bd. 2, S. 208 (1912). 

®) Die physikalische Chemie in d. inn. Med. 8. 232 (Verlag Stein 
kopf, 1921). 

3) Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 134, 5. 112 (1920). 

4) Klin. Wochenschr. Bd. 2, S. 1458 (1923). 
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schwemmung in Wasser) und als Desinfizienz ebenfalls nach Neubergs 
Vorschlag Kivanol (0,1 g) angewendet. Die Reaktion wurde durch ein 
Phosphatgemisch (nach Michaelis) auf p,, = 6,6 gepuffert (Normallésung 
yon saurem Phosphat 5,55 und von neutralem Phosphat 4,45 auf 100 ecm 
Girgut, so daB die Gesamtkonzentration der beiden Phosphate nur 1/,, 
normal war). Diese Wasserstoffionenkonzentration wurde in Ankniipfung an 
Schade’) gewihlt, um die Verhiltnisse des forciert arbeitenden Muskels 
nachzuahmens Das Girgut wurde in Erlenmeyer-Kolben mit Watte- 
bausch verschlossen in den Brutschrank gestellt (nur in einem Versuch wurde 
Sauerstoff durchgeleitet, wobei die einzeluen Proben in Glaszylindern im 
Wasserbad bei 37° standen). Nach Ablauf des Versuches wurde der Acet- 
aldehyd tiber 30 ccm n/2-Calciumcarbonat-Aufschwemmung mit Wasser- 
dampf abdestilliert. 50cem wurden in ausgekiihltem Wasser iibergetrieben, 
zum Destillat zunichst einige Tropfen Stirkelésung und dann n/10-Jodlésung 
bis zur bleibenden, eben deutlichen Blaufiirbung zugesetzt, um den mit- 
ibergegangenen Schwefelwasserstoff in Schwefel iiberzufiihren (H,S + J, 
=2HJ+) und dann der Aldehyd nach Ripper titriert. Dieses Ver- 
fahren zur Ausschaltung des die Titration stérenden Schwefelwasser- 
stoffes wurde zuerst in Kontrollversuchen als zuverlissig nachgewiesen. 
Die gebundene Bisulfitmenge wurde dann auf Acetaldehyd bezogen, da 
andere Substanzen kaum in Betracht kommen. Dies erscheint berechtigt, 
da ich selbst®) Acetaldehydbildung in Organen mit der Piperidinreaktion 
nachweisen und kurz danach Neuberg®) den gleichen Befund bei Ver- 
wendung von Leber und Muskulatur erheben konnte. Zur Kontrolle 
wurden frische Organe (Leber, Muskulatur, Pankreas) untersucht. Diese 
enthalten keinen Aldehyd. Ebenso liefern die angewendeten Salz- 
mischungen mit Milchsiure keinen Acetaldehyd. 

Versuch 1. Durch den Organbrei 3 Stunden bei 37° Sauerstoff 
durchgeleitet. 


10g Pankreas liefert in Kochsalzlésung 0,4 x 2,2=0,88 mg Acetaldehyd 


ee »  » Milehsiurelésung 0,3 x 2,2= 0,66 mg - 
10 ¢ Leber wy ag % 0,4 X 2,2=0,88 mg os 
10g Muskulatur_,, + 0,2 x 2,2 =0,44 mg ‘ 
\)g Pankreas u. 5g Sohn in Milchs.-Lésg. 0,2 x 2,2=0,44 mg . 
5g » u. 5g Muskulatur ,, “ 0,5xX2,2=1,1 mg ,, 


Die Kombination von Pankreas und Muskulatur liefert also 


; mehr Acetaldehyd als es der Summe der einzelnen Organmengen ent- 
'spricht: 1,10 mg statt 0,33+0,22=0,55. Der Unterschied ist zwar 


nur gering, trat aber auch in den folgenden Versuchen zutage. 





') Zs. f. d. ges. exp. Med. Bd. 24, 8. 11 (1921). 
*) Verh. d. Deutschen Kongr. f. inn. Med. Wien, April 1923. 
*) Klin. Wochenschr. Bd. 2, 8. 1458 (1923). 
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Versuch 2. Alle Proben 24 Stunden im Brutschrank. 
10 g Pankreas_ in Kochsalzlésg. liefern 0,7 x 2,2=1,54 mg Acetaldehyd, 
10 g - », Milchsiurelésg. ,, 0,9 x2,2=1,98 mg 
10 g Leber i. a » 0,85 x 2,2=0,77 mg 


9 


”? 


10 g Muskulatur ,, “ » 0,55 x 2,2=1,21 mg * 
5 g Pankreas u.5 g Leberin Milchsaurelsg. lief. 0,35 x 2,2 =0,44 mg ,, 
5g » u.5g Muskul. ,, », 1,45X2,2=3,19mg ,, 


Also wieder die gré8te Menge bei Kombination von Pankreas 
und Muskulatur: 3,19 statt 0,99 x 0,60=1,59. 


Versuch 3. Die Gemische 24 Stunden im Brutschrank bei 37°, 
10 g Pankreas in Kochsalzlésg. liefern 0,4 x 2,2=0,88 mg Acetaldehyd, 
10 g es » Milchsdurelésg. ,, 0,1 2,2=0,22 mg e 
10 g Muskulatur ,, Kochsalzlésg. ,, 0,3x2,2=0,66 mg 
10 g . » Milchsiurelésg. ,, 0,6x2,2=1,82 mg + 
5 g Pankreas u.5 g Muskul. in Kochsalzlisg. lief.0,2 x 2,2=0,44mg ,, 
5g “ » 98 4, 5, Milchsiurelsg. ,, 0,8 x 2,2=1,76mg ,, 

Also wieder die erhéhte Acetaldehydbildung durch K om bination 
von Pankreas und Muskulatur, und zwar diesmal in 0,45°/, Mile 
stiurelésung: 1,76 statt 0,11 + 0,66 = 0,77. 

Bei Zusatz von Kochsalzlésung, wobei also nur die in 5 g Muskulatu 
schon enthaltene Milchsiure zur Verfiigung steht, war die Aldehyi- 
bildung deutlich geringer (0,44 gegen 1,76), was dafiir spricht, da8 der 
Aldehyd aus der Milchsiure entsteht. Immerhin sind die erhaltenen 
Aldehydmengen gering und nur durch den gleichsinnigen Ausfal| 
der 3 Versuche zu verwerten. Es ist méglich, daB das Pankrea:- 
hormon deshalb von geringer Wirkung war, weil bei p;, = 6,6 die Trypsin- 
wirkung, durch welche bekanntlich das Insulin geschidigt wird, noch 
nicht véllig ausgeschaltet ist. Dies ist erst bei py, = 4,25 (Michaelis’) der 
Fall, doch wollte ich derart stark saure Reaktion vermeiden, um nicht 
unphysiologische Bedingungen herzustellen. 

B. Versuche mit menschlichen Blut und ,,Rohinsulin’ 
Das Blut wurde niichtern durch AderlaB gewonnen und durch Zusati 
von 0,25°/, Natriumcitrat ungerinnbar gemacht. Das Rohinsulin wurte 
nach Collip') hergestellt: Rinderpankreas, lebenswarm zerkleinert, mit 
gleicher Menge 95°/,igen Alkohol mehrere Stunden stehen gelasset, 
durch Tuch gepre8t und dann filtriert. Das Filtrat mit doppelten Vo 
lumen 95°/,igem Alkohol versetzt, nach einigen Stunden von aus 
geschiedenen EiweiB abfiltriert und im Vakuum bei 25° stark eingeengt 
(bei 500 cem Filtrat auf etwa 20 ccm). Dabei kommt es zur Triibung 
durch abgeschiedenes Fett, welches sich durch Filtration von der Insuliv- 
lésung trennen liBt. Zu jedem Versuch wurde eine Menge Insulinlésung 
zugesetzt, welche 30g Pankreas, also durchschnitttlich 2 Kanincher 
einheiten entspricht. — Alle Proben standen 24 Stunden im Brutschravk. 


? 





1) Klin. Wochenschr. Bd. 2, S. 619 (1928). 
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Vom Blut wurden jedesmal 30 cem verwendet, die Mischung mit 0,6 °/,iger 
Koehsalzlésung auf 100 aufgefiillt, in den Proben mit Milchsiure wurden 
10 cem einer n/10-neutralisierten Milchsiurelésung (= 90 mg Michsiure) 
mugesetzt. Desinfizienz 0,05 bei 0,1 g Rivanol. Abfangmittel fiir den 
Aldehyd 10 cem n/2-Calciumsulfit-Aufschwemmung. 


Versuch 4. 
3) ecm Normalblut sofort auf Acetaldehyd untersucht lief. 0,0 mg Aldehyd, 


30 cem - n. 24 Stdn. ohne Milchsiurezusatz ,, 00mg ,, 
30 com ” n,24 ,, mit ” » 0,0mg ” 
3) cem Diabetes-Blut sofort untersucht liefert 0,5x2,2=1,lmg__,, 
30) ecm » 2. 24S8tdn. mit Milchs.-Zus. lief. 0,2 x 2,2=0,44 mg ,, 
30 com » n.24 ,,  ,, M.-S.u. Insulin ,, 8,53 x 2,2=18,76mg,, 


Also eine auffallend starke Aldehydbildung bei Insulinzusatz 
im diabetischen Blut, wihrend ohne Insulin sogar eine geringe Abnahme 
des Aldehydgehaltes eintritt. Leider wurde nicht die Kontrolle: Diabetes- 
Blut und Insulin ohne Milchsiurezusatz ausgefiihrt. Doch wiren auch 
in diesem Fall aus dem Blutzucker (330 mg®/,) erhebliche Mengen Milch- 
siure (etwa 100 mg in 30 ccm Blut) entstanden. In spiiteren Versuchen 
mit diabetischem Blut konnten derart groBe Aldehydmengen nicht wieder 
nachgewiesen werden (ungleiche Versuchsbedingungen ?). 


Versuch 5. Alle Proben 24 Stunden im Brutschrank. Blut von 
25jihrigem, stoffwechselgesundem Manne. 


30 cem Normalblut mit Kochsalzlésung . . . 0,2x2,2=0,44 mg, 
30 cem x » Milchsiurezusatz. . . 0,2x2,2=0,44 mg, 
30 cem = » Kochsalzlésg. u. Insulin 0,7 x 2,2=1,54 mg, 
30 cem om », Milchsaurezus.,, _,, 0,7 x 2,2=1,54 mg. 


Versuch 6. Alle Proben 24 Stunden im Brutschrank. Blut von 

d6jihrigem, stoffwechselgesundem Manne. 
30 ccm Blut mit Kochsalzlésung lief. 0,35 x 2,2=0,77 mg Aldehyd, 
30ecem ,, ,, Milchsiurezusatz » 0,25 x 2,2=0,55 mg . 
30cem ,, ,, Kochsalzlésg. u. Insulin ,, 0,7 x2,2=1,54 mg - 
30cem ,,  ,, Milchsaurezus.,, _,, » 0,7 x2,2=1,54 mg s 

Versuch 7. Insulin allein liefert in Kochsalzlésung mit und ohne 
Milchsiurezusatz keine meBbaren Mengen Acetaldehyd. 

Es zeigte sich also in den Versuchen 5 und 6 auch im Normalblut 
eine Zunahme der Aldehydbildung durch Insulin, aber viel geringer als 
im diabetischen Blut und unabhiingig von zugesetzter Milchsiure. Fiir 
die gebildete Aldehydmenge reicht auch die im Blut an sich schon vor- 
handene bzw. durch Glykolyse entstehende Milchsiure aus (in 30 cem 
Blut sind dies ungefiihr 33 mg Milchsiure bei 100 mg®/, Traubenzucker 
und 10 mg®/, Milchsiure). 

Die geringere Aldehydbildung im normalen Blut kann durch ge- 
tingere Wirksamkeit des Insulins (in Versuch 5 und 6 wurde ein an- 
deres Priiparat als im Versuch 4 verwendet) bedingt sein, oder dadurch, 

11* 
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daB die Reaktion des diabetischen Blutes im Sinne einer Acidose yer. 
indert war, und daB das Insulin bei Zunahme der Wasserstoffioney 
besser wirkt. Auf eine Zerlegung der Acetonkérper durch Insulin jg 
m. E. die Aldehydbildung des diabetischen Blutes nicht zuriickzufiihrey, 
da die Aldehydwerte in diesem Falle zu groB sind. Doch sind ibe; 
diese Méglichkeit noch weitere Versuche anzustellen. 


Zusammenfassend geht aus den Versuchen hervor: In 
Pankreas-, Leber- und Muskelbrei sowie im Blut bilden sich bein 
Stehen im Brutschrank nach 24 Stunden minimale Mengen Acct. 
aldehyd (in 10 g Organbrei bzw. 30 ccm Blut meist unter 1 mg) 

Milchsiurezusatz zu Pankreasbrei steigert die Acetaldehyd. 
bildung nicht. Auch Rohinsulin greift an sich die Milchsiure 
nicht an. 

Bei der Kombination von Pankreas und Muskelbrei 
ist die Acetaldehydbildung doppelt so groB, als es der Summe 
der einzelnen Organmengen entspricht. Das Insulin scheint 
die Muskelzellen zur Spaltung der Milchséure zu_befihigen 
Ebenso wird die Acetaldehydbildung im normalen Blut durch 
Insulin um mehr als das Doppelte erhéht, in noch wesent- 
lich stirkerem Grade durch EKinwirkung von Rohinsulin auf dia- 
betisches Blut. Das Insulin fiihrt also unter Mitwirkung 
der Kérperzellen zu vermehrter Acetaldehydbildung, 
Auch Neuberg!) hat bereits im Leberbrei vermehrte Acetalde- 
hydbildung nach Insulinzusatz beobachtet (nach dem Ausfall der 
Piperidinreaktion abgeschitzt), laBt aber die Frage nach der Her- 
kunft des Aldehyds offen. In unseren Versuchen trat bei der 
Kombination von Pankreas- und Leberbrei keine Erhoéhung, 
im Gegenteil geringe Verminderung der Aldehydbildung ein 

DaB die Acetaldehydbildung durch Spaltung der Milch- 
siure stattfindet, ist aus den beschriebenen Versuchen nur 
mit Wahrscheinlichkeit zu vermuten; Versuch 3 spricht 
hiefiir, die tbrigen Versuche sprechen nicht dagegen. Ver 
suche mit Insulin, also dem trypsinfreien Pankreashormon und 


Muskulatur bei py = 6,6, d. i. der Reaktion des tatigen Muskels, 


diirften weitere Aufklirung bringen. 


Die Untersuchungen wurden mit Hilfe der Rockefeller- 


Stiftung ausgefihrt. 





1) Deutsche med. Wochenschr. Bd. 49, Nr. 45 (1923). 
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tiber die Bindungsverhaltnisse der Nucleinsfuren in den 
Zellkernen. 
Von 
Von H. Steudel und T. Takahata. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26, Novbr. 1923.) 


Auf unsere Vorstellungen tiber die Zusammensetzung der 
Zellbestandteile sind die Fortschritte der Nucleinsiurechemie 
von groBem Einflu8 gewesen. Seitdem auf Grund von quan- 
titativen Spaltungsversuchen der Aufbau der Thymonucleinsaure 
uid ihre Zusammensetzung aus vier einfachen Nucleinsiuren 
klar erkannt ist, haben sich Wege ergeben, auf denen sich auch 
analytisch in die komplizierteren Zellsubstanzen vordringen laBt. 
So laBt sich zum Beispiel beweisen, daB der wasser-alkohol- 
und Atherunlésliche Teil der K6pfe der Heringsspermien ein 
Salz der Thymonucleinsiure und eines Protamins ist, das man 
auch kiinstlich durch Zusammenbringen von nucleinsaurem 
Natrium und Protaminsulfat erzeugen kann. Das charakte- 
ristische Verhialtnis von Phosphor zu Stickstoff ist in beiden 
Kérpern das gleiche. In analoger Weise laiBt sich feststellen, 
daB der Niederschlag, den man aus dem Wasserextrakt der 
Thymusdriise durch Ansiuern erhalten kann, ein Salz der 
Thymonucleinsiure mit basischen EiweiBkérpern, vor allem dem 


‘sogenannten Histon, ist. Auch hier kann man kiinsilich durch 


Zusammenbringen der entsprechenden Liésungen in aquivalenten 
Verhaltnissen einen Kérper erzeugen, der sich analytisch wie 
der natiirliche verhalt. Friher hat man auf die mehr oder 


'Weniger vollkommene Extrahierbarkeit des Histons aus dem 
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,Nucleohiston“ mit Salzsiure Wert gelegt; seitdem ist aber 
gezeigt, daB auch das kiinstliche nucleinsaure Histon sich 
abnlich verhalt und einen Teil seines KiweiBes leichter abgibt 
wie den anderen und daB dieses Verhalten in der Empfind. 
lichkeit der Nucleinsiure gegen Mineralsiuren begriindet ist, 
Die Befunde an den Kernen von Vogelblutkérperchen fiigey 
sich ferner gut in das heutige Bild und endlich sprechen die 
Versuche von KE. Hammarsten!?) in dem gleichen Sinne. Er 
konnte aus dem ,,Nuclein“ aus Pankreas durch einfache Fallung 
mit Calciumchlorid nucleinsaures Calcium gewinnen. 

Fiir das Verstindnis der Vorgiinge, die sich in den Zellen 
abspielen, sind diese Befunde von groBer Bedeutung. Die Sub- 
stanzen der Zelle sind danach auch chemisch keine starrer 
Gebilde, sondern kénnen mit der gréBten Leichtigkeit irgend- 
welchen Verainderungen unterliegen. Es kann z. B, die Thymo- 
nucleinséure durch Abspaltung der Nucleinbasen sofort in einen 
K6rper von der gré8ten Empfindlichkeit (Thymosinsaure) ver- 
wandelt werden, der sich hinsichtlich seiner Fallungseigenschaften 
gegeniiber KiweiBkérpern ganz anders verhalt wie die urspriing. 
liche Substanz. Bei einer solchen Verainderung treten gleich 
die kompliziertesten Verhaltnisse ein, denn es kénnen z. B. die 
freiwerdenden Nucleinbasen nicht allein als solche eine Rolle 
spielen, sondern sie kénnen unter Umstinden auch die Rolle 
von schwachen Sauren iibernehmen, da sie ja auch ein durch 
Metalle ersetzbares Wasserstoffatom besitzen. Bei den Kiweib- 
kérpern wird man dhnliche Komplikationen voraussetzen diirfen, 
unsere chemischen Kenntnisse sind aber noch nicht eingehend 
genug, um exakte Versuche daraufhin wagen und klare Ergeb- 
nisse erhoffen zu kénnen. Im Augenblick kommt es auch mehr 
darauf an, die an den Spermien und den Zellen der Thymu: 
driise gewonnenen Resultate an anderen Zellen zu_verall- 
gemeinern. 

Man muB zunichst voraussetzen, daB iiberall, wo eine 
Nucleinséure als Bestandteil der Zellsubstanz gefunden ist, nut 
auch eine Base vorhanden ist, an die diese Sdure gebundet 





') Diese Zs. Bd. 109, 8S, 141 (1920). 
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ist. Die Protamine und Histone stellen ja in der Tat solche 
pasischen KiweiBstoffe vor und es sind gelegentlich Versuche 
angestellt worden, andere basische Hiweibkérper aufzufinden, 
Schmiedeberg hat die Thymusdriise in dieser Absicht unter- 
suchen lassen,') aber die Resultate, die er und Felix?) erhalten 
haben, sind nicht sehr iiberzeugend. Andere sogenannte Nucleo- 
proteide sind wohl untersucht, aber man hat sich darauf be- 
schriankt die gesamten Spaltungsprodukte zu isolieren, die bei 
der Siurespaltung entstehen. Dabei hat man natiirlich als 
Anteil der KiweiBkérper die wenig charakteristischen Amino- 
siuren gefunden, die die hier aufgeworfene Frage nicht zu 
kliren vermégen. Die Schwierigkeit, iiber die EiweiBkérper 
der ,.Nucleoproteide‘ nihere Kenntnis zu erhalten, liegt auch 
his zu einem gewissen Grade darin, daB die betreffenden 
Nucleinsiurekomponenten nicht iiberall genau bekannt sind, 
z. B. im Proteid aus Pankreas oder aus Milz. Wir haben also 
nach Bedingungen gesucht, unter denen eine relativ gut be- 
kannte Nucleinsiure in Frage kam, und haben fiir unsere Unter- 
suchungen die Hefe gewahlt, denn die Hefenucleinsdure ist 
geniigend genau bekannt, um fiir solche Untersuchungen als 
Unterlage zu dienen. 

Die Hefe ist schon sehr frih, gleich nach der Entdeckung 
des ,,Nucleins“ durch Miescher, von Hoppe-Seyler’) auf das 
VYorkommen ahnlicher Kérper untersucht worden. Er konnte 
auch in ihr einen dem Miescherschen dhnlichen Kérper auf- 
finden, die weiteren Untersuchungen konnten aber zunachst wegen 
der damals noch mangelhaften Kenntnis der Nucleinsiuren an 
und fiir sich nicht zu klaren Resultaten fiihren. Besonders blieb 
es zweifelhaft, ob in der Hefe iiberhaupt eine Verbindung der 
Hefenucleinsiure mit Kiwei® in dem Sinne wie in den tierischen 
Zellen vorkommt. Es besteht die Méglichkeit, da8 das KiweiB, 
das man als Begleiter der Hefenucleinsiure gefunden hat, gar 


nicht als solches zur Nucleinsiure in Beziehung steht, sondern 


') Nelson, Arch. fiir exper. Pathol. u. Pharmak. Bd, 59, S. 386 (1908). 
*) Diese Zs. Bd. 116, S. 150 (1921); Bd. 120, S. 91 (1922). 
‘) Med. chem. Untersuchungen. S. 500. 
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nur mechanisch bei ihrer Ausfaillung mitgerissen ist. Fir solche 
Verhaltnisse sprechen die Befunde von H. Steudel und S Izumi, 
die gelegentlich von Darstellungsversuchen der Hefenucleinsiure 
solche eiweiShaltigen Priparate in Handen gehabt haben. 

Wir haben uns fiir unsere Zwecke des Verfahrens yop 
Clarke und Schryver?) bedient, bei dem Hefe mit Kochsalz. 
lésung in der Warme ausgezogen und aus dem Extrakt die 
Hefenucleinsiure mit Salzsiure gefallt wird. Bei einer ver. 
gleichenden Untersuchung der verschiedenen Darstellungs. 
verfahren der Hefenucleinsiure schien uns diese Methode noch 
die besten Resultate zu geben. Wird nun durch die warme 
Kochsalzlésung die Nucleinséiure aus der Hefe in Liésung ge. 
bracht, so kann man annehmen, daB durch das Kochsalz eine 
doppelte Umsetzung mit den Zellsubstanzen eintritt, etwa in 
dem Sinne: Nucleinsaures EiweiB und Natriumchlorid geben 
nucleinsaures Natrium und salzsaures Eiwei8. Eine solche 
Umsetzung wird man sich nun freilich nicht so vorstellen diirfen 
wie etwa eine Umsetzung zwischen AgNO, und NaCl. Dazu 
sind die Verhiltnisse bei den biologischen Substanzen viel zu 
kompliziert: einerseits besitzt die Nucleinsiure auBer ihren 
sauren Kigenschaften noch basische Gruppen, andererseits kiénnen 
auch die KiweiBkérper neben ihren basischen Gruppen méglicher- 
weise sich mit ihren sauren Gruppen an der Reaktion beteiligen. 
Immerhin konnte man erwarten, einen etwaigen basischen 
Eiwei8kérper nach Ausfallung der Nucleinsiure im Kochsalz- 
extrakt vorzufinden. 

Es wurden also 600 g mit Aceton und Alkohol getrock- 
neter Hefe, die frisch aus der Brauerei bezogen war, mit 
4 Liter 10°/,iger Kochsalzlésung 4 Tage lang bei 70—80° auf 
dem Wasserbade extrahiert, dann wurde von dem Riickstande 
abfiltriert und das gekiihlte Filtrat mit 50 ccm HCl (konz. HCl 
und Wasser im Verhiltnis 1:1) versetzt. Der Niederschlag 
wurde abzentrifugiert und durch Lésen in warmer 10°/,iger 
Natriumacetatlosung und Fallen mit Alkohol gereinigt. 

Das fiir den Versuch benutzte Hefepriparat enthielt 





1) Diese Zs. Bd. 131, S. 159 (1923). 
*) Biochem. Zs. Bd. 11, S. 319 (1918). 
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1,79°/, P und 7,50°/, N, so daB im ganzen 11,85 g P und 
45,00 g N in Arbeit genommen wurden. In das Kochsalz- 
extrakt, das 3540 ccm betrug, gingen 4,864 g P und 
6,542¢ N. Die Ausbeute an Nucleinsiure aus diesem Extrakte 
betrug 12 g mit einem Gehalt von 7,20°/, P und 13,33°/, N 
(P:N = 1:1,85). Demnach sind von dem Phosphor und Stick- 
stoff des Extraktes 0,864 g P und 1,5996 g N als Nucleinsadure 
gefunden. Setzt man voraus, daB die Nucleinséiure annahernd 
quantitativ ausgefallt worden ist und dab keine Zersetzungs- 
produkte von ihr in wesentlichen Mengen im Kochsalzextrakt 
vorhanden sind, so kann man die fiir Nucleinsiure gefundenen 
Werte von dem urspriinglichen P- und N Gehalt abziehen und 
erhilt dann als Restwerte 4,0 g P und 4,90 g N. Wir haben 
nun versucht ein Bild von den Substanzen zu gewinnen, die 
diesem Werte zugrunde liegen. Dabei stellte sich heraus, daB 
der hohe Wert fiir Phosphor durch die anorganischen Phosphate 
bedingt ist, die natiirlich auch in das Kochsalzextrakt hinein- 
gehen. Ob daneben noch andere phosphorhaltige K6rper vor- 
handen sind, haben wir bisher nicht weiter untersucht. Was 


| die stickstoffhaltigen K6érper anbetrifit, so lieB sich leicht 


zeigen, daB Kiweibkorper dabei gar keine irgendwie in Betracht 
kommende Rolle spielten, denn die Biuretreaktion war im 
Kochsalzextrakt nur spurenhaft zu erhalten und als wir ver- 
suchten das Extrakt weiter aufzuteilen, lieBen sich geringe 
Mengen von Ammoniak nachweisen. Ferner war etwa ein Drittel 
des Stickstofis mit Phosphorwolframsiure faillbar. Die mit 
Baryt zersetzte Phosphorwolframsiurefallung ergab eine spir- 
liche Ausbeute an Nucleinbasen, zeigte aber keine Spur von 
Biuretreaktion. Der SchluB erscheint also gerechtfertigt, daB 
in das Kochsalzextrakt keine erheblichen Mengen von Eiweib- 
kérpern hineingegangen sind. 

Ein zweiter Versuch verlief in fast der gleichen Weise: 


| Es waren 445 g des gleichen Praparates von Trockenhefe mit 


der entsprechenden Menge von Kochsalzlésung in der Warme 


' extrahiert und in derselben Weise behandelt wie im 1. Versuch. 


Das Ausgangsmaterial enthielt 8,794 g P und 31,15 g N. In 


_ das Kochsalzextrakt gingen 3,51 g P und 7,97 N. Die Ausbeute an 
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Nucleinsaéure betrug in diesem Falle etwas mehr; 21,75 g nuclein. 
saures Natrium mit 7,91°/, P und 13,06°/, N (P:N = 1: 1,664), 
Hier bleibt nach derselben Berechnungsweise wie im vorigen 
Versuch ein Rest von 1,79 g P und 5,13 g N. Aber auch in 
diesem Falle lieBen sich keine Anzeichen eines EiweiBstoffes 
finden, der etwa gleichzeitig mit der Nucleinsiure in Liésung 
gegangen war. Wir haben deswegen daran gedacht, daB die 
Nucleinsaure vielleicht an eine anorganische Base gebunden in 
Lésung gegangen sei, und haben festgestellt, da® die Menge 
von Magnesium und Calcium im Kochsalzextrakt verschwindend 
klein war und bei weitem nicht hingereicht hitte, um die Nuclein- 
siure zu neutralisieren. 

Ks lag ferner nahe, zu denken, da das KiweiB iiberhaupt 
nicht von der Kochsalzlésung aufgenommen worden sei. Aus 
diesem Grunde haben wir die von uns benutzte Methode noch 
an einigen anderen bekannten Substanzen gepriift. Es wurden 
folgende Versuche angestellt: 

1. Es wurde 1 g nucleinsaures Clupein mit 100 ccm 
10°/,iger NaCl-Lésung bei 80° 5 Stunden lang extrahiert; das 
etwas triibe Filtrat gab starke Biuretreaktion und enthielt in 
100 ccm 0,055123 g P und 0,673724 g N- P:N = 1:3,16. Hier 
war also eine geringe Menge von nucleinsaurem Clupein in 
Lésung gegangen, denn das Verhiltnis P:N ist fiir nuclein- 
saures Clupein 1:3,211. 

2. 1g Lymphocyten aus der Thymusdriise wurde in gleicher 
Weise behandelt. Das Filtrat war auch hier getriibt und gal 
starke Biuretreaktion. Es enthielt in 100 ccm 0,028254 g P 
und 0,030822 ¢ N (P:N = 1:8). In diesem Falle ist sehr viel 
mehr stickstoffhaltige Substanz extrahiert wie einem Salz der 
Nucleinsiure mit z.B. Histon entsprechen wiirde. Fir nuclein- 
saures Histon ist berechnet P:N = 1:3,21. Die Lymphocyten 
enthalten eben neben dem KerneiweiB noch eine Menge anderer 
basischer EiweiBkorper. 

3. 0,7 g Kerne von Ginseblutkérperchen, wie oben be- 
handelt, ergaben ein Filtrat mit kraftiger Biuretreaktion, das 
in 100 ccm 0,0299 g P und 0,0308 g N enthielt. Das Ver- 
hiltnis P:N ist in diesem Falle gleich 1:1,03. Hier ist also 
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zweifellos auch ein KiweiBkérper extrahiert, aber nicht in dem 
far nucleinsaures Histon verlangtem Verhiltnis (P:N = 1:3,21). 

4) 7g mit Wasser, Alkohol und Ather erschépfte Sperma- 
képfe vom Hering, wie oben behandelt, ergaben ein sehr starke 
Biuretreaktion zeigendes Filtrat und ein ganz abnormes Ver- 
haltnis von P:N. Das Filtrat enthielt nimlich in 100 ccm 
0.00363 g P und 0,05184 g N (P:N=1:14). Hier ist an 
und fiir sich nur sehr wenig Phosphor in Lésung gegangen, 
sehr viel weniger wie beim nucleinsauren Clupein, dagegen eine 
nicht unbetrachtliche Menge von Eiwei8 gelést worden. Worauf 
der Unterschied zwischen dem nucleinsauren Clupein und dem 
natiirlichen Produkt beruht, lassen wir an dieser Stelle ganz 
dahingestellt. Wir verweisen nur auf friihere Beobachtungen,’) 
bei denen ebenfalls Unterschiede zwischen den beiden Kérpern 
festgestellt werden konnten. 

5) 1g Nucleohiston, wie oben behandelt, lieferte ein Filtrat, 
das nur schwache Biureaktion zeigte und in 100 ccm 0,02995 g P 
und 0,049035 g N enthielt. Hier war mehr Nucleinsaéure wie 
Histon in Lésung gegangen. 

Simtliche Versuche ergeben ganz eindeutig, daB immer 
eine nachweisbare Menge EiweiB in das Kochsalzextrakt in 
Lésung geht. Findet man nun in einem solchen Extrakte 
keinen KiweiBkérper oder nur Spuren davon, wie es bei 
der Hefe der Fall ist, so erscheint uns der SchluB nicht 
unberechtigt, daB hier die Nucleinsiure in der Zelle auch 
nicht an EiweiB gebunden sein kann. Andere Basen, auch 
anorganische, haben sich in den Extrakten nicht auffinden 
lassen, wenigstens nicht in solchen Mengen, da sie zur 
Neutralisierung der Nucleinsiure ausgereicht hitten. So 
bleibt nichts anderes iibrig als anzunehmen, da8 die Nuclein- 
siure in der Hefezelle im freien Zustande vorkommen kann. 
Kine solche Feststellung ist bei der Hefe gerade nichts Auf- 
fallendes, denn die Hefezelle muB wahrend der Garung zwei- 
fellos tiber eine gewisse saure Reaktion verfiigen, schon damit 
die sich entwickelnde Kohlensiure frei werden und nicht von 


!) Diese Zs. Bd. 83, S. 76 (1913). 
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etwaigen alkalisch reagierenden Zellsubstanzen gebunden werden 
kann. Da die Hefenucleinsiure im Gegensatz zu der Thymo. 
nucleinsiure gegen Siéuren relativ bestindig ist, so kann sie 
ganz gut eine solche Rolle itibernehmen. Das Vorhandensein 
einer Verbindung der Nucleinsiure mit einem EKiweiBkérper in 


den Zellen halten wir nicht immer fiir erforderlich. Man dar 


sich nicht durch die Verhidltnisse bei den Spermien und den 
Zellen der Thymusdriise zu unberechtigten Analogieschliissen 
verleiten lassen. 


Diese Schlu8folgerungen*) geben wir zunidchst mit allem 
Vorbehalt; wir werden unsere Untersuchungen fortsetzen und 
an anderen Zellen die Richtigkeit unserer Ansichten priifen, 


1) Auf Grund von mikroskopischen Untersuchungen iiber das Ver- 
halten der Hefezellen zu Farbstoffen ist J. Schumacher (Zbl. f. Bakterio- 
logie Bd. 73, S. 337 [1922]) zu Resultaten gekommen, die zu denselben 
Schlu8folgerungen fiihren wie unsere Versuche. Auch er ist der Ansicht, 
daB in der Hefezelle freie Nucleinsiiure vorkommen kann. 
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Uber das Hydroxyhaminkalium. 


Von 


A. Hamsik. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Brinn). 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Dezember 1923.) 


Aus dem alkoholischen oxalsiurehaltigen Extrakt des 
Blutkoagulums kann durch Verdiinnen mit Wasser und Kochen 
ein krystallisierendes Blutfarbstoffderivat gewonnen werden, das 
quantitativ in das @-Chlorhimin iiberfiihrbar ist und nach der 
Analyse die Formel C,,H,,0,N,Fe hat. Ich habe dieser Sub- 
stanz den Namen Hydroxyhiminhydrid') gegeben, um sie von 
dem Dehydrochloridhimin, das von W. Kiister”) dargestellt 
wurde, zu unterscheiden, denn die Darstellungsweise der beiden 
Priparate war verschieden, und auch die Higenschaften diffe- 
rieren insoweit, daB das Dehydrochloridhimin amorph und in 
Kisessig leicht léslich ist, wihrend das Hydroxyhaminanhydrid 
krystallisiert und in Hisessig sowie in Pyridin sehr wenig 
loslich ist. 

Das Priparat enthielt noch bis etwa 0,5°/, Chlor, von 
dem ich es durch Umkrystallisieren befreien wollte. Wegen 
seiner geringen Léslichkeit in Pyridin muBte zum Lésen eine 
stirkere Base gewihlt werden. Dabei wurde zugleich das 
Lésen des «-Chlorhimins in der Lauge studiert. Das aus dem 
Hamin durch Liésen in der Lauge dargestellte Himatin kann 
bekanntlich nicht in das Hamin riickverwandelt werden. 
H. Fischer und K. Schneller?) meinen, daB durch den Ein- 
fluB eines Reduktionsmittels die Riickverwandlung méglich 
ist. Ich habe beobachtet, daB man sowohl das Hydroxyhimin- 
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anhydrid als auch das e«-Chlorhamin in der Kalilauge liésen 
darf, ohne da die Riickverwandlungsfahigkeit in das «-Chlor- 
hamin dabei verloren geht, nur ist es notwendig — im Gegen. 
satz zu dem iiblichen Verfahren —, zum Lésen eine alkoho- 
lische Kalilauge zu verwenden. R. Willstatter und M. Fischer! 
geben an,daB das Himin beim Erhitzen mit methylalkoholischer 
Kalilauge sich leicht in amorphe Produkte verwandelt. In der 
Kalte entsteht aber durch Einwirkung alkoholischer Kalilauge 
auf das Hydroxyhiminanhydrid und das «-Chlorhimin krystalli- 
siertes Hydroxyhaminkalium. Die Umwandlung kann auch 
unter dem Mikroskop verfolgt werden. Das Hydroxyhimin. 
kalium ist in Methylalkohol gut léslich, in Athylalkohol 
dagegen nur wenig ldslich und aft sich mit Athyl- 
alkohol waschen. Das Salz enthilt 2 Atome Kalium, hat also 
die Formel C,,H,,O,K,N,FeOH. Durch einmalige Behandlung 
mit alkoholischer Kalilauge wird aus dem Himin das Chlor 
nur zum Teil herausgenommen, was mit der Angabe von 
W. Kiister') in Hinklang steht. Es handelt sich hier jedoch 
nicht um Hamatinbildung, wie Kiister meint, sondern um die 
Bildung eines Kaliumsalzes. Erst durch dreimaliges Behandeln 
des «-Chlorhimins mit alkoholischer Kalilauge wird das Chlor 
bis auf etwa 0,5°/, herausgeholt. Der Rest ist sehr fest ge- 
bunden und wird wahrscheinlich erst durch wiederholtes Be- 
handeln mit absolut chlorfreier Kalilauge herausgenommen 
werden. 

Das Hydroxyhiminkalium eignet sich zur Darstellung vou 
verschiedenen Himinen und auch zur Darstellung von Hydroxy- 
haminanhydrid. 

Experimenteller Teil. 


A) Das Hydroxyhaminanhydrid. 


1. Darsteilung aus dem Extrakt des Blutkoagulums. 

1 Liter defibriniertes Ochsenblut, verdiinnt mit 3 Liter einer 
verdiinnten Liésung von Essigsiure und Natriumazetat, wurde 
durch Kochen koaguliert. Das Koagulum wurde abgeprebt, 
zerrieben, mit 1/, Liter 90—95°/, Alkohol behandelt, wieder 
abgepreBt und zerrieben. Die Behandlung mit Alkohol wurde 
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9—3 mal wiederholt. Das Blutpulver wurde dann mit 2—3 Liter 
95°/, Alkohol, der 2°/, Oxalsiure enthielt, wahrend etwa 
9 Stunden ausgezogen. Dann wurde durch Leinwand koliert 
und das Koagulum scharf abgepreBt. Der filtrierte Auszug 
wurde gemessen, zur Erzielung deutlicher Krystalle mit 95°/, 
Alkohol so viel verdiinnt, daB 1 Liter Blut 3—4 Liter Auszug 
entsprachen, alsdann in Portionen zu 1 Liter geteilt. Jede 
Portion wurde mit etwa 1,6fachem Vol. siedendem Wasser 
versetzt und im Wasserbade wihrend etwa 10 Minuten im 
Sieden erhalten, alsdann in Bechergliser geteilt. Nach etwa 
2—3 Stunden wurde die wenig gefirbte Mutterlauge von dem 
krystallisierten Niederschlage, der sich schon wahrend des 
Siedens gebildet hat, abgegossen, der abfiltrierte Niederschlag 
wurde mit Wasser, dann mit Alkohol, der viel Cholesterin 
herausnahm, gewaschen und schlieBlich im Soxhlet mit Ather 
extrahiert. Ausbeute 3—4g pro Liter Blut. 

Beschreibung. Braunviolettes Pulver. Kleine, meist 
zu sternformigen Aggregraten gruppierte Krystalle, die wie 
Nadeln aussehen, aber vielleicht langgezogene Tafeln sind, 
von griinbrauner bis braunroter Farbe. Unléslich in Wasser, 
Alkohol, Ather, Chloroform, sehr wenig léslich in LHisessig, 
Pyridin, langsam und zwar anfangs kollodial léslich in ver- 
diimnter Liésung von Natriumcarbonat, Ammoniak, léslich in 
verdiinnter Natronlauge. 

Zur Analyse wurde das Priparat in Vakuum und bei 
105° getrocknet. 


0,1758 g Substanz gaben 0,4237 g CO, und 0,0797 g H,O. 


0,1568¢ ,, » 0,8510g CO,,0,0682gH.0 u. 0,0192g Asche. 
0,2258 g A , 0,0024g¢ AgCl (Carius). 
Ber.: 66,83°/, C 5,079, H 9,079), Fe 0%, Cl 
Gef.: 65,75 65,70 5,07 5,23 — 91¢ 0,26 


Uberfiithrung des Hydroxyhaminanhydrids in das 
¢-Chlorhimin. Durch Kochen mit Eisessig und Chlornatrium 
oder mit Alkohol, Oxalsiiure und Chlornatrium wurde echtes 
¢-Chlorhimin in fast quantitativer Ausbeute gewonnen. Nahere 
Beschreibung wurde a. a. 0.1) gegeben. 
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Umkrystallisieren des Hydroxyhiminanhydrids, 


1 g pulverisiertes Hydroxyhiminanhydrid wurde in 100—150 com 
methylalkoholischer Kalilauge (100 cem Methylalkohol, 2—3 con 
30°/, Kalilauge) in der Kalte gelist, das Filtrat (es blieb kein 
Filterriickstand) in 100 —150 ccm Hisessig eingetragen, die Lisung 
mit 100—150 ccm siedendem Wasser versetzt und das Gemisc) 
5—10 Minuten im Wasserbad gekocht, alsdann in ein Becher. 
glas gegeben. Nach etwa 1—2 Stunden wurde die Mutter. 
lauge abgegossen, der Niederschlag filtriert, mit Wasser, 
Alkohol und Ather gewaschen und getrocknet. Ausbeute 
etwa 0,8 g. 

Braunviolettes Pulver. Kleine, nadelférmig aussehende, 
meist zu Sterngebilden gruppierte Krystalle von braungriiner 
bis braunroter Farbe. Die GréBe der Krystalle wechselt je 


nach der Konzentration der Lésung und der Menge des zu. | 


gegebenen Wassers. Die Eigenschaften, speziell die Ver- 

wandelungsfahigkeit in das @-Chlorhimin, stimmen mit den- 

jenigen des nicht umkrystallisierten Priparates iiberein. 
0,1417 g Substanz gaben 0,3438 g CO, und 0,0648 g H,O und 


0,0183 g Asche. 
0,1540 g Substanz gaben 0,0035 g AgCl (Carius). 


Gefunden: 66,209), C 5,11°/, H  9,03%, Fe 0,56, Cl. 

Das Chlor wurde nicht herausgeholt. Es wurde nach- 
triglich konstatiert, daB die verwendete Kalilauge Spuren vou 
Cl’ enthielt. Es scheint, daB& der Rest des Chlors am Hydroxy- 
hiiminanhydrid sehr fest anhaftet und wabrscheinlich erst durch 
mehrmals wiederholtes Umkrystallisieren mittels Cl’-freier Kali- 
lauge herausgenommen werden wird. 


2. Darstellung aus dem «-Chlorhamin. 


1g a-Chlorhimin wurde mit methylalkoholischer Kali- 
lauge usw. ebenso behandelt, wie bei dem Umkrystallisieren 
des Hydroxyhiminanhydrids beschrieben ist. Ausbeute nach zwel- 
maliger Wiederholung des Verfahrens war 0,7.g. Das Praparat 
stimmt mit dem beschriebenen umkrystallisierten Hydroxy- 
himinanhydrid iiberein. 
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0,1614 g Substanz gaben 0,3894g CO., 0,0726g H,O und 0,0209 g 


Asche. 
0,1615 g o »  0,0042 g AgCl (Carius). 


Gefunden: 65,82°/, C 5,03°/, H 9,05°/, Fe 0,64°/, Cl. 

Der Rest des Chlors wird wahrscheinlich erst durch mehr- 
nals wiederholtes Umkrystallisieren mit Cl’-freier Lauge her- 
ausgeholt. 


B. Das Hydroxyhaminkalium. 
1. Gewinnung aus dem Hydroxyhaiminanhydrid. 


Mikroskopisch. Zu gepulvertem Hydroxyhiminanhydrid 
wurde 1 Tropfen athylalkoholischer Kalilauge gegeben und 
das Priparat mit Deckglas bedeckt. Stibchenférmige, meist 
m kugeligen Gebilden gruppierte Krystalle. 

1g Hydroxyhaiminanhydrid wurde mit 100 ccm dthylalko- 
holischer Kalilauge (100 com Athylalkohol, 2—3 ccm 30°/, Kali- 
lauge) versetzt, das Gemisch einigemal durchgeschiittelt, dann 
einige Stunden stehen gelassen, nach dem Absitzen dekantiert, 
derRiickstand noch zweimal mit alkoholischer Kalilauge behandelt 
schlieBlich auf einem Filter gesammelt, mit Alkohol gewaschen 
und getrocknet. Ausbeute etwa 1g. (Aus den Dekantaten 
ind Filtraten konnte nach dem Ansauern mit Eisessig und 
Verdinnen mit Wasser noch Hydroxyhaminanhydrid gewonnen 
werden. ) 

Braunviolettes Pulver. Sehr kleine, meist zu _ kuge- 
igen Aggregaten gruppierte Krystalle von griin- bis dunkel- 
rotbrauner Farbe. Léslich in Wasser, Eisessig, Methylalkohol., 
wenig léslich in Athylalkohol, unléslich in Ather. Zur Analyse 
wurde das Priparat bei 105° getrocknet. 

0,2656 g Substanz gaben 0,0822g¢ Asche, daraus 0,0646 g K,SO, 
ind 0,0309 g Fe,O,. 

0,2692 g Substanz gaben 0,0848g Asche, daraus 0,0312¢ FeO, 
ind 0,0660 g K,SO,. 

0,1478 g Substanz gaben 0,3068 g CO, und 0,0617g H,O. 


0,1496 g ” »  0,8104g CO, ,, 0,0616g H,O. 
0,1548¢ ,, »  0,0023 g AgCl. 
C,,H;,0;,K.N,Fe: 

Ber.: 57,589/,0 4,40°/,H  —-11,029/,K 7,879/,Fe  0°/,Cl 


Gef.: 56,63 56,61 4,66 4,60 10,92 11,00 8,13 8,10 0,36 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXXXIII. 12 
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Der Kohlenstoffgehalt wurde zu niedrig gefunden (entspricht 
der Formel mit C,,). 

Darstellung von verschiedenen Haiminpraparatey 
aus dem Hydroxyhaiminkalium. Hydroxyhaiminkaliun 
wurde mit NaCl bzw. BrkK, JK, CNSK und Eisessig versetzt 
und gekocht. Nach dem Abkiihlen blieb die Mutterlauge nur 
wenig gefarbt und der Niederschlag war aus typischen e-Himin- 
krystallen zusammengesetzt. 


2. Darstellung aus dem e-Chlorhimin. 


Die rhombischen Tafeln des «-Chlorhimins zerfallen unter 
der alkoholischen Kalilauge in kleinere Krystalle. 

1 g umkrystallisiertes «-Chlorhimin wurde ebenso, wie 
sub B. 1 beschrieben, behandelt. Ausbeute fast 1g. Das nur 
einmal mit ithylalkoholischer Kalilauge behandelte Praparat 
enthielt noch 2,02°/, Cl. 

0,1564 g Substanz gaben 0,0128 ¢ AgCl, daraus 2,02°/, Cl. 

Erst nach dreimaliger Behandlung mit der Lauge war 
der Chlorgehalt auf 0,49°/, gesunken. Der Rest wird wahr- 
scheinlich erst nach wiederholter Kinwirkung von Cl’-freier 
Lauge folgen. Der Kohlenstoffgehalt wurde zu niedrig, der 
Kaligehalt etwas hoch gefunden. Es scheint, da® auch der 
Wasserstoff in dem 3. Hydroxyl teilweise durch das Kalium 
ersetzt worden ist, wie dies in dem Mesohimatinkalium von 
Willstatter*) der Fall ist. Das aus dem Himin dargestellte 
Hydroxyhiminkalium stimmt mit dem aus dem Hydroxyhimin- 
anhydrid gewonnenen iiberein. 

0,1550 g Substanz gaben 0,0031 g AgCl (Carius). 

0,2099 g - »  0,0654g Asche, daraus 0,0242 g Fe,O, und 
0,0536 g K,SQ,. 

0,1403 g Substanz gaben 0,2870 g CO, und 0,0550g H,O. 
Gefunden: 55,81°/, C 4,38°/, H 11,46%) K 8,06%, Fe 0,49°/, 


C. Umkrystallisieren des Chlorhamins mittels Kalilauge. 


1g Rohacethimin, das aus Ochsenblut nach Schalfejefi 
dargestellt worden ist, wurde in 100ccm methylalkoholischer 
Kalilauge (100ccm Methanol, 2—3 ccm 30°/, Kalilauge) gelist, 
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das Filtrat (es blieb viel Carcasse zuriick) in 150 ccm sieden- 
den, mit NaCl versetztem Hisessig eingetragen und kurz ge- 
kocht. Die Krystalle wurden nach einigen Stunden abfiltriert, 
mit Wasser gewaschen und getrocknet. Ausbeute etwa 0,6 g. 
Teichmannsche, in mit verdiinnter Schwefelsiure angesiuertem 
Alkohol wenig lésliche Krystalle, die an kaltes Wasser kein 
Chlor abgaben und, mit Wasser gekocht, nur Spuren Chlor 
verloren. 
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Das Aussalzen der Aminosauren. 
Von 


Paul Pfeiffer und Olga Angern. 


(Aus dem chemischen Institut dec Universitit Bonn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Dezember 1925.) 


Als besonders charakteristisch fiir die KiweiBkorper gilt 
die Tatsache, daB sie durch Neutralsalze weitgehend aus- 
gesalzen werden. Diese Aussalzbarkeit wird meist mit. eincr 
hohen MolekulargréBe der Eiwei8kérper in Zusammenhang 
gebracht, so daB man von ihren hydrolytischen Spaltungs- 
produkten die aussalzbaren Albumosen als noch recht hoch- 
molekulare Substanzen ansieht, wahrend man in den nicht 
aussalzbaren Peptonen die vorletzte Stufe des Abbaus erblickt. 

Das allgemeine Abbauschema der KiweiBkoérper: 

Eiweibkoérper —> Albumosen —> Peptone —> Aminosiiuren 
mag im groBen und ganzen zutreffend sein; wie vorsichtig 
man aber in der Beurteilung der gegenseitigen Beziehungen 
chemisch nahverwandter Substanzen auf Grund der Aussalz- 
methoden sein muB, geht schon aus der Beobachtung von 
Kk. Fischer!) iiber die Aussalzbarkeit des Tripeptids d-Alanyl- 
glycyl-l-tyrosin, vor allem aber aus den nachfolgenden Ver- 
suchen iiber das Verhalten der Aminosauren gegen Neutral- 
salze hervor. 

Wie P. Pfeiffer und J. Wiirgler’) schon frither gezeigt 
haben, wird die Léslichkeit von Aminosauren in Wasser i! 
zahlreichen Fallen durch Neutralsalze stark erhdht (siehe z. B. 
das Verhalten des Glykokolls gegen die Erdalkalisalze). Diese 
Léslichkeitserhéhung kann nur darauf beruhen, daB die Amino- 





') E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 40, 8. 3704 (1907). 
*) P. Pfeiffer u. J. Wiirgler, Diese Zs. Bd. 97, S. 128 (1916). 
siehe auch P. Pfeiffer, Chem. Ber. Bd. 48, S. 1938 (1915). 
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siuren in waBriger Liésung mit den Neutralsalzen bzw. ihren 
Jonen Komplexverbindungen geben, von denen sich ja eine 
erdBere Zahl in krystallisierter Form isolieren lieB.') Be- 
sonders interessant aber ist der Befund, daB in bestimmten 
Fallen die Léslichkeit von Aminosiuren in Wasser durch 
Neutralsalze mehr oder weniger stark herabgesetzt wird, so 
daB man von einem Aussalzen der Aminosduren durch Neutral- 
salze sprechen kann. Uber einige Vorversuche dieser Art 
wurde schon berichtet.”) 

Unsere Versuche erstrecken sich auf die Aminosiuren: 
Glykokoll, Sarkosin, d,l-Alanin, 1-Leucin, d,1l-Phenylalanin, 
|-Tyrosin, 1-Tryptophan, 1-Cystin, l1-Asparagin, d-Glutaminsiure 
und auf das Dipeptid Glycylglycin; sie sind simtlich EiweiB- 
bausteine oder stehen mit diesen in naher Beziehung. Von 
Salzen kamen Kochsalz, Kaliumacetat und Ammoniumsulfat 
zur Anwendung, die im Thermostaten in Mengen von je 
0,02 Molen zu je 5ccm der gesittigten waBrigen Loésungen der 
Aminosiuren gegeben wurden. 

Die Resultate unserer Untersuchung sind in nachstehender 
Tabelle iibersichtlich zusammengestellt *): 

Wir entnehmen dieser Tabelle, die etwa die Hilfte der 
bisher bekannten EKiweiBspaltungsprodukte umfaBt, folgendes: 
Vier der untersuchten Aminosduren, und zwar 1-Tyrosin, 
|-Asparagin, d-Glutaminsiure und Glycylglycin werden weder 
durch Kochsalz noch durch Ammoniumsulfat und Natrium- 
acetat ausgesalzen; dagegen lassen sich Glykokoll und Sarkosin 
durch Kaliumacetat, 1-Cystin durch Ammoniumsulfat und 
dl-Alanin durch Kaliumacetat und Ammoniumsulfat mehr 
oder weniger weitgehend ausfillen. 1-Leucin, d,l-Phenylalanin 
und 1-Tryptophan werden sowohl durch Kochsalz wie auch 
durch Kaliumacetat und Ammoniumsulfat ausgesalzen. Be- 


') P. Pfeiffer u. J. v. Modelski, Diese Zs. Bd. 81, S. 331 (1912); 
Bd. 85, S. 1 (1918); P. Pfeiffer u. Fr. Wittka, Chem, Ber. Bd. 48, 
S. 1289 (1915). 

*) P. Pfeiffer u. Fr. Wittka, Chem. Ber. 48, S. 1041 (1915). 

‘) Uber die Frage nach der optischen Reinheit der untersuchten 
Aminosiiuren siehe den Versuchsteil. 
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Mole- g Aminosiiure | Aussalzung in Prozenten dur) 
kular- a aa 
gewichte | sittigter Lésung | CH,-COOK | (NH,),SO, Naf) 
Glykokoll. . . 75 | 0,9820 (21°) a ¥ 
Sarkosin 89 | 2.1412 (20°) 14,6 = a 
d,1-Alanin 89 | 0,6935 (21°) 12,4 19,6 
l-Cystin. .... 240 | 0,0168 (20°) !) ea 67,3 > 
l-Leucin ....{| 181 | 01112 (219) 12,3 59,0 33 
d,l-Phenylalanin] 165 | 0,0744 (21°) 16,7 | 60,3 | 483 
l-Tryptophan . 204 | 0,0653 (22-239| 118 | 548 | 11 
l-Tyrosin ...,| 181 | 0,00226 (219) Vm ees e° 
1-Asparagin... 132 0,0560 (21-22 °) —. — | _ 
d-Glutaminsiure 147 0,0329 (21°) — — | ~ 
Glycylglyein ..| 132 | 0,9905 (219) _ — |- 




















sonders stark ist die Aussalzung von Cystin durch Ammoniun- 
sulfat, die etwa 67°/, der gelésten Aminosiure betrigt; abe 
auch Tryptophan, Leucin und Phenylalanin werden dure) 
Ammoniumsulfat sehr weitgehend bis zu 54—60°/, aus- 
geschieden, wobei noch zu beriicksichtigen ist, daB die Li- 
sungen an Salz nicht gesittigt waren, die maximale Aussalz- 
barkeit also noch gréBer sein wird. 

Worauf der Unterschied der einzelnen Aminosiuren beim 
Aussalzen beruht, laBt sich noch nicht mit Sicherheit sagen. 
Jedenfalls ist die GréBe der Léslichkeit der Aminosiuren in 
Wasser nicht der maBgebende Faktor; denn es befinden sich 
sowohl bei den aussalzbaren wie bei den nicht aussalzbaren 
Aminosiuren leicht und schwer lésliche Verbindungen. Auch 
die MolekulargréBe spielt keine entscheidende Rolle. Vielleicht 
handelt es sich um die Wirkung feiner konstitutioneller Unter: 
schiede der Aminosauren, iiber die aber erst dann Aussage! 
gemacht werden kénnen, wenn ein gréBeres experimentelles 
Material vorliegt, das sich auch auf Aminosiuren erstrecket 
muB, die nicht mit den Eiwei®kérpern in Zusammenhang stehev. 





1) Diese Zahi gibt die Grammenge Cystin in 100 cem gesittigte! 
Lésung an. 
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Das wesentliche Resultat der vorliegenden Untersuchung 
besteht in der Feststellung, da® die Aussalzbarkeit nicht auf 
die hochmolekularen EiweiBkérper beschrinkt ist, sondern 


‘schon bei den einfachen Aminosiuren, die, wie besondere 
| Versuche gezeigt haben, in wiBriger Lésung einfache Mole- 
 kulargréBe besitzen, recht weit verbreitet ist, wobei, ganz un- 
_ abhingig von der MolekulargréBe, starke, individuelle Unter- 
| schiede auftreten; sie lassen die obige Aussage berechtigt 
| erscheinen, daB man aus dem Verhalten von KiweiBkérpern 
und eiweiBihnlichen Substanzen gegen Neutralsalze keine 
| direkten Schliisse auf die relative MolekulargréBe der Ver- 


' bindungen ziehen darf. 





Die Tatsache, daB sich die einzelnen Aminosauren in 


ihrer Aussalzbarkeit stark voneinander unterscheiden, legt den 
| Gedanken nahe, diese Unterschiede zu Trennungszwecken zu 
' benutzen. Schon friiher hat P. Pfeiffer+) gezeigt, daB sich 


in der Tat Glykokoll und Phenylalanin, ferner Glykokoll und 


Leucin mit Hilfe von Ammoniumsulfat, welches zwar Phenyl- 
alanin und Leucin, nicht aber Glykokoll aussalzt, in einer 


| einzigen Operation weitgehend voneinander trennen lassen. 
4 Ein neues Beispiel dieser Art ist die Trennung von 1-Leucin 
_ und l-Histidin. Gibt man zu einer gesiittigten Lésung von 
| |-Leucin, der die Aiquivalente Menge 1|-Histidin zugesetzt ist, 
' Ammoniumsulfat hinzu (0,02 Mole auf 5 ccm Lésung), so bleibt 
das Histidin fast quantitativ in Lésung, wahrend etwa 60°/, 
| des Leucins ausgefallt werden. Dieses Leucin enthalt héchstens 


ae 


- 0,12°/, seines Gewichts an mitgerissenem Histidin. 


Versuchsteil. 


a) Bestimmung der Drehungswerte der angewandten 
Aminosauren. 


Zur niheren Charakterisierung der in dieser Arbeit unter- 


* suchten Aminosiiuren wurden ihre Drehungswerte festgestellt. 


Die Bestimmungen geschahen auf die iibliche Weise mit einem 


) Chem. Ber. Bd. 48, S. 1041 (1915). 
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Halbschattenapparat bei einer Temperatur von rund 20° 
Waren die Drehungswerte geniigend groB, so wurden die 
Aminosiuren in wiiBriger Liésung, sonst aber in wiBriger 
Salzsiure untersucht. 

Als inaktiv erwiesen sich Alanin und Phenylalanin. 
Tyrosin zeigte in 4°/,iger Salzsiure eine spezifische Drehung 
von — 12,86°, Glutaminsaure in 2°/, iger Salzsiure eine solche 
von + 31,15°; beide Aminosiuren waren also nahezu optisch 
rein, da in der Literatur die Drehungswerte — 13,2° und 
+ 30,85° angegeben sind.') Asparagin und Tryptophan waren 
ein Gemisch von aktiver und inaktiver Form; die erstere Ver- 
bindung hatte in 4°/,iger Salzsiure die spezifische Drehung 
+ 27,11° (Literaturangabe?’) fiir 1-Asparagin + 37,27°), Trypto- 
phan eine solche von — 26,09° (Literaturangabe ’) fiir 1-Trypto- 
phan — 29 bis — 40°). Von Leucin lag die reine, optisch aktive 
Form vor, da seine Loéslichkeit in Wasser genau mit der des 
natiirlichen l-Leucins iibereinstimmte und von der des d,1]-Leucins 
stark abwich. 


b) Molekulargewichtsbestimmungen. 


Die Molekulargewichte der Aminosiiuren wurden in der 
iiblichen Weise im Beckmannschen Apparat nach der Me- 
thode der Gefrierpunktserniedrigung bestimmt; die Resultate 
waren folgende: 


Glykokoll. 0,01 Mole Subst. in 20 g Wasser gaben eine Depression 
von 0,929°. 
Molekulargewicht: Gef. 75,1 Ber. 75,0 
Sarkosin. 0,01 Mole Subst. in 20 g Wasser gaben eine Depression 
von 0,930°. 
Molekulargewicht: Gef. 89,1 Ber. 89,1 


d,l-Alanin. 0,01 Mole Subst. in 20 g Wasser gaben eine Depression 
von 0,927°. 
Molekulargewicht: Gef. 89,4 Ber. 89,1 
1-Leucin. 0,001 Mole Subst. in 20 g Wasser gaben eine Depression 
von 0,123 ° 
Molekulargewicht: Gef. 99,12 Ber. 131,1 





1) Biochem. Handlex. Bd. IV, 8, 611, 693. 
*) Biochem. Handlex. Bd. IV, 8. 604. 
3) Biochem. Handlex. Bd. IV, 8. 708. 
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Dieser bemerkenswert tiefe Wert fir Leucin wurde 
wiederholt gefunden, auch bei mehrfach aus Wasser um- 
krystalliertem Leucin. 
|-Asparagin.') 0,0928 g Subst, in 15,3 g Wasser gaben eine Depression 

von 0,085°. 
Molekulargewicht: Gef. 133,0 Ber. 132,1 


|-Tryptophan,') 0,1020 g Subst. in 20,1 g Wasser gaben eine Depression 
von 0,048°. 
Molekulargewicht: Gef. 196,6 Ber. 204,1 
Glyeylglycin. 0,01 Mole Subst. in 20 g Wasser gaben eine Depression 
von 0,899°. 
Molekulargewicht: Gef. 136,6 Ber. 132,1 


c) Loslichkeitsbestimmungen. 


Die Léslichkeitsbestimmungen wurden so durchgefihrt, 
daB 20—25 ccm Wasser dreimal 24 Stunden lang in einer 
mit paraffiniertem Kork gut verschlossenen Flasche mit eimem 
UberschuB der betreffenden Aminosiure im Thermostaten ge- 
schiittelt wurden. Dann wurde in einem bestimmten Volumen 
der filtrierten Lésung der Gehalt an Aminosiiure nach der 
Titrationsmethode von Sérensen bestimmt, indem eine wiBrige 
Formaldehydlésung zugegeben und die entstandene Methylen- 
aminosiure mit Natronlauge unter Zusatz von Phenolphtalein 
titiriert wurde. Es erwies sich als notwendig, die von Sérensen 
angegebenen Versuchsbedingungen genau einzuhalten. Wie 
besondere Versuche mit Glykokoll zeigten, lieBen sich die 
Amimosiuren dann sehr genau bestimmen. 


1. Léslichkeit des Glykokolls (bei 21°). 


2ccm der gesiittigten Lésung wurden auf 50 ccm ver- 
diinnt; 20 ccm dieser verdiinnten Lésung verbrauchten bei der 


_ Titration 20,94 com n/10-NaOH. 5 ccm der gesittigten Lésung 


enthielten also 0,9820 g Glykokoll. 


2. Léslichkeit des Sarkosins (bei 20°). 


1 ccm der gesittigten Lésung wurde auf 50 ccm verdiinnt; 
20 ccm dieser verdiinnten Liésung verbrauchten bei der Ti- 


' Ausgefiihrt von Frau M. Klossmann. 
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tration nach Sdérensen 19,24 ccm n/10-NaOH. 5 ccm der 
gesattigten Lésung enthielten also 2,1412 g Sarkosin. 


3. Léslichkeit des d,l-Alanins (bei 21%). 


2ccm der gesittigten Lésung wurden auf 50 ccm ver. 
diinnt; 20 ccm dieser verdiinnten Liésung verbrauchten bei de; 
Titration 12,44 ccm n/10-NaOH. 5 ccm der gesittigten Lésung 
enthielten also 0,6935 g Alanin. 


4. Léslichkeit des l-Leucins (bei 21°). 
10 ccm der gesittigten Lésung verbrauchten bei der Ti- 
tration 16,95 ccm n/10-NaOH. 5 ccm der gesittigten Liésung 
enthielten also 0,1112 g Leucin. 


5. Loéslichkeit des 1-Cystins (bei 20°. 
50 com der gesiattigten Lésung gaben beim vorsichtigen 


EKindampfen auf dem Wasserbad einen Riickstand von 0,0084 g. 
100 ccm der gesittigten Lésung enthielten also 0,0168 g Cystin. 


6. Léslichkeit des d,l-Phenylalanins (bei 21°). 

10 ccm der gesiattigten Liésung verbrauchten bei der ‘Ti- 
tration 9,02 com n/10 NaOH. .5 ccm der gesi&ttigten Losung 
enthielten also 0,0744 g Phenylalanin. 


7. Loéslichkeit des 1-Tyrosins (bei 21°), 

20 ccm der gesittigten, fiinfmal 24 Stunden lang ge- 
schiittelten Lésung verbrauchten bei der Titration 0,50 ccm 
n/10-NaOH. 5 ccm der gesittigten Loésung enthielten also 
0,00226 g Tyrosin. 


8. Léslichkeit des l-Asparagins (bei 21—22°. 
20 ccm der gesittigten Liésung verbrauchten bei der T'- 


tration 16,98 ccm n/10-NaOH. 5 ccm der gesittigten Loésung 
enthielten also 0,0560 g Asparagin. 


9. Léslichkeit der d-Glutaminsaure (bei 21°). 

10 ccm der gesittigten Lésung verbrauchten bei der Ti- 
tration 8,96 com n/10-NaOH; 5 ccm der gesittigten Liésung 
enthielten also 0,0329 g Glutaminsiure. 





di 


Tr 


en 


ac 


: gel 


ent 








der 


rey. 
dey 


Ing 


Ti- 


ing 


Iso 


ing 


ng 


Das Aussalzen der Aminosiuren. 187 


10. Léslichkeit des Glycylglycins (bei 21°. 

2 ccm der gesittigten Lésung wurden auf 50 ccm ver- 
diinnt; 20 com dieser verdiinnten Lésung verbrauchten bei der 
Titration 12,01 com n/10-NaOH. 5 ccm der gesittigten Lésung 
enthielten also 0,9905 g Glycylglycin. 


d) Aussalzungen. 
Die Aussalzungen der Aminosiuren wurden mit Kalium- 


acetat, Ammoniumsulfat und Kochsalz vorgenommen. 5 ccm 


der gesittigten Aminosiurelésungen wurden mit je 0,02 Molen 


der Salze 3 Tage lang im Thermostaten geschiittelt. Dann 


wurde der entstandene Niederschlag abgesaugt, bei 120—130° 


| getrocknet und gewogen. Da der getrocknete Niederschlag 


auBer der Aminosiure immer noch mehr oder weniger Salz 
enthielt, welches aus der mitgerissenen Mutterlauge stammte, 


| so wurden die durch Kochsalz und Kaliumacetat ausgefillten 


und getrockneten Niederschlige mit Schwefelsiure bis zur 
Gewichtskonstanz abgeraucht; aus der Gewichtsmenge des ent- 
standenen Natrium- bzw. Kaliumsulfats lieB sich dann be- 
rechnen, wieviel Salz den ausgefaillten Aminosiuren bei- 
gemischt war. Bei den Aussalzungen mit Ammoniumsulfat 
wurde in der getrockneten Ausfallung der Ammoniumsulfat- 
gehalt durch eine Schwefelsiurebestimmung festgestellt. 

Bei der definitiven Ausrechnung der Ausbeuten an Amino- 
siuren wurde dann an den Zahlen eine kleine Korrektur an- 
gebracht, die der Tatsache Rechnung trigt, daB ein geringer 
Teil der abgesaugten Aminosiuren aus den anhaftenden 
Mutterlaugen stammt; diese Korrektur lieB sich leicht aus 
den beigemischten Salzmengen berechnen. 


1. Aussalzung des Glykokolls. 


Verhalten gegen Natriumacetat. 5 ccm der bei 21° 
gesittigten Loésung von Glykokoll gaben auf Zusatz von 
0,02 Molen Kaliumacetat eine Ausbeute an rohem, bei 120 bis 
130° getrocknetem Glykokoll von 0,1253 g; beim Abrauchen 
des rohen Glykokolls mit Schwefelsiure hinterblieb ein Riick- 
stand von 0,0031 g, so daB in ersterem 0,0035 g Kaliumacetat 
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enthalten waren. Ansbeute an reinem, ansgefalltem Glykokol] 
0,1202 g = 12,2 °,. 

Verhalten gegen Ammoniumsulfat und Kochsalz. 
Durch diese Salze wird Glykokoll nicht ausgefallt. 


2. Aussalzung des Sarkosins. 


Verhalten gegen Kaliumacetat. 5 ccm der bei 20! 
gesattigten Lésung von Sarkosin gaben auf Zusatz von 0,02 Molen 
Kaliumacetat eine Ausbeute an rohem, bei 120—130° ge. 
trocknetem Sarkosin von 0,3242 g; beim Abrauchen des rohen 
Sarkosins mit Schwefelsiure hinterblieb ein Riickstand von 
0,0056 g, so daB in ersterem 0,0063 g Kaliumacetat enthalten 
waren. Ausbeute an reinem, ausgefilltem Sarkosin 0,3120 ¢ 
= 146°)... 

Verhalten gegen Ammoniumsulfat und Kochsalz. 
Diese Salze fallen Sarkosin nicht aus. 


3. Aussalzung des d,l-Alanins. 


Verhalten gegen Kaliumacetat. 5 ccm der bei 21° 
gesittigten Lésung von Alanin gaben auf Zusatz von 0,02 Molen 
Kaliumacetat eine Ausbeute an rohem, bei 120—130° ge- 
trocknetem Alanin von 0,0909 g; beim Abrauchen des rohen 
Alanins mit Schwefelsiure hinterblieb ein Riickstand von 
0,0033 g, so daB in ersterem 0,0036 g Kaliumacetat enthalten 
waren. Ausbeute an reinem, ausgefilltem Alanin 0,0862 ¢ 
== 12,4 °/,. 

Verhalten gegen Ammoniumsulfat. 5 ccm der bel 
21° gesittigten Lésung von Alanin gaben auf Zusatz von 
0,02 Molen Ammoniumsulfat eine Ausbeute an rohem, bei 120 
bis 130° getrocknetem Alanin von 0,1538 g; dieses Rohprodukt 
gab mit Bariumchlorid 0,0257 g Bariumsulfat, so daB in ihm 
0,0145 ¢ Ammoniumsulfat enthalten waren. Ausbeute an 
reinem, ausgefilltem Alanin 0,1362 g = 19,6 °/,. 


4, Aussalzung des l-Leucins. 


Verhalten gegen Kaliumacetat. 5 ccm der bei 21° 
gesittigten Liésung von Leucin gaben auf Zusatz von 0,02 Molen 
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Kaliumacetat eine Ausbeute an rohem, bei 120—130° ge- 


' trocknetem Leucin von 0,0254 g; beim Abrauchen des rohen 


Leucins mit Schwefelséure hinterblieb ein Riickstand von 


 0,0098 g, so daB in ersterem 0,0110 g Kaliumacetat enthalten 
‘waren. Ausbeute an reinem, ausgefalltem Leucin 0,0139 g 
| = 12,5 %,. 


Verhalten gegen Ammoniumsulfat. 5 ccm der bei 
21° gesattigten Lésung von Leucin gaben auf Zusatz von 


0.02 Molen Ammoniumsulfat eine Ausbeute an rohem, bei 120 
| bis 130° getrocknetem Leucin von 0,0730 g; das rohe Leucin 
'vab mit Bariumchlorid 0,0129 g Bariumsulfat, so daB in ihm 


0,0073 g Ammoniumsulfat enthalten waren. Ausbeute an reinem, 


 ausgefiilltem Leucin 0,0656 g = 59,0°/,. 


Verhalten gegen Kochsalz. 5 ccm der bei 21° ge- 
sittigten Lésung von Leucin gaben auf Zusatz von 0,02 Molen 
Kochsalz eine Ausbeute an rohem, bei 120—130° getrocknetem 


» Leucin von 0,0440 g; beim Abrauchen des rohen Leucins mit 
| Schwefelsiure hinterblieb ein Riickstand von 0,0029 g, so daB 
in ersterem 0,0025 g Kochsalz enthalten waren. Ausbeute an 
jreinem, ausgefalltem Leucin 0,0414 g = 37,2 °/,. 


5. Aussalzung des |-Cystins. 
Verhalten gegen Ammoniumsulfat. 100 ccm der 


bel 20° gesattigten Lésung von Cystin gaben auf Zusatz von 
/ 0/44 Molen Ammoniumsulfat eine Ausbeute an rohem, bei 120 
| bis 130° getrocknetem Cystin von 0,1308 g; diese Aussalzung 
gab mit Bariumchlorid 0,2112 g Bariumsulfat, so daB im rohen 
| Cystin 0,1194 g Ammoniumsulfat enthalten waren. Ausbeute 
‘an reinem Cystin 0,0114 g = 67,3 %/,. 


Verhalten gegen Kaliumacetat und Kochsalz. Diese 


/Salze scheiden kein Cystin aus. 


6. Aussalzung des d,l-Phenylalanins. 


, Verhalten gegen Kaliumacetat. 5 ccm der bei 21° 
‘gesittigten Lésung von Phenylalanin gaben auf Zusatz von 
0,02 Molen Kaliumacetat eine Ausbeute an rohem, bei 120 bis 
| 130° getrocknetem Phenylalanin von 0,0182 g; beim Abrauchen 
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des rohen Phenylalanins mit Schwefelsiure hinterblieb ei, 
Riickstand von 0,0050 g, so daB in ersterem 0,0056 g Kaliun. 
acetat enthalten waren. Ausbeute an reinem, ausgefilltem 
Phenylalanin 0,0124 g = 16,7 °/). 

Verhalten gegen Ammoniumsulfat. 5 ccm der be; 
21° gesittigten Lésung von Phenylalanin gaben auf Zusatz von 
0,02 Molen Ammoniumsulfat eine Ausbeute an rohem, bei 12( 
bis 130° getrocknetem Phenylalanin von 0,0557 g; diese Aus. 
fallung gab mit Bariumchlorid 0,0189 g Bariumsulfat, so da 
in ihr 0,0107 g Ammoniumsulfat enthalten waren. Ausbeute 
an reinem, ausgefilltem Phenylalanin 0,0449 g = 60,3 °/,. 

Verhalten gegen Kochsalz. 5 ccm der bei 21° ge. 
sattigten Lésung von Phenylalanin gaben auf Zusatz von 
0,02 Molen Kochsalz eine Ausbeute an rohem, bei 120—13\)’ 
getrocknetem Phenylalanin von 0,0252 g; beim Abrauchen des 
rohen Phenylalanins mit Schwefelsiure hinterblieb ein Riick- 
stand von 0,0125 g, so daB in ersterem 0,0107 g Kochsalz 
enthalten waren. Ausbeute an reinem, ausgefalltem Pheny- 
alanin 0,0141 g = 19,0 °/,. 


7. Aussalzung des 1-Tryptophans. 


Verhalten gegen Kaliumacetat. 5 ccm der bei 22 
bis 23° gesittigten Lésung von Tryptophan gaben auf Zusatu 
von 0,02 Molen Kaliumacetat eine Ausbeute an rohem, be 
120—130° getrocknetem Tryptophan von 0,0125 g; beim Ab- 
rauchen des rohen Tryptophans mit Schwefelsiure hinterblieb 
ein Riickstand von 0,0065 g, so daB in ersterem 0,0073 g 
Kaliumacetat enthalten waren. Ausbeute an reinem, aus- 
gefalltem Tryptophan 0,0077 g = 11,8 °/,. 

Verhalten gegen Ammoniumsulfat. 5 ccm der bei 
22—23° gesiittigten Lésung von Tryptophan gaben auf Zusatz 
von 0,02 Molen Ammoniumsulfat eine Ausbeute an rohem, bei 
120—130° getrocknetem Tryptophan von 0,0481 g; diese Aus- 
fallung gab mit Bariumchlorid 0,0215 g Bariumsulfat, so dab 
in ihr 0,0122 g Ammoniumsulfat enthalten waren. Ausbeute 
an reinem, ausgefalltem Tryptophan 0,0358 g = 54,8 °/,. 

Verhalten gegen Kochsalz. 5 ccm der bei 22—23' 
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gesiittigten Losung von Tryptophan gaben auf Zusatz von 
0,02 Molen Kochsalz eine Ausbeute an rohem, bei 120—130° 
getrocknetem Tryptophan von 0,0125 g, beim Abrauchen des 
rohen Tryptophans mit Schwefelsiure hinterblieb ein Riick- 
stand von 0,0014 g, so daB in ersterem 0,0012 g Kochsalz 
enthalten waren. Ausbeute an reinem, ausgefailltem Trypto- 
phan 0,0113 g = 17,3 °/,. 


8, Versuche mit l-Tyrosin, l-Asparagin, d-Glutamin- 
siure und Glycylglycin. 

Diese vier Aminosiuren werden unter den stets ein- 

gehaltenen Bedingungen weder durch Kaliumacetat noch durch 
Ammoniumsulfat und Kochsalz ausgesalzen. 


e) Trennung von l-Leucin und 1-Histidin. 


Wie ein Vorversuch zeigte, wird Histidin aus seiner wib- 
rigen Lésung, die pro 10 ccm 0,52 g Aminosiure enthalt, durch 
Ammoniumsulfat (5,3 g pro 10 ccm) nicht ausgesalzen. 


1. Aussalzung der reinen Leucinlésung (bei 21°). 


10 ccm der gesittigten Leucinlésung wurden mit 5,3 g 
Ammoniumsulfat versetzt; die ausgeschiedene, bei 130° ge- 
trocknete Menge an Roh-Leucin betrug 0,1397 g; an Ammo- 
niumsulfat waren im Roh-Leucin 0,0140 g vorhanden, so dab, 
unter Beriicksichtigung einer noch anzubringenden kleinen 
Korrektur (siehe S. 187) die Ausbeute an reinem Leucin gleich 
01255 g = 56,4°/, war. 


2. Aussalzung der histidinhaltigen Leucinlésung 
(bei 21°). 

Zu 10 ccm der gesittigten, mit 0,26 g Histidin versetzten 
Leucinlésung wurden 5,3 g Ammoniumsulfat gegeben; die aus- 
geschiedene, bei 130° getrocknete Menge an Roh-Leucin be- 
trug 0,1382 g; an Ammoniumsulfat waren im Roh-Leucin 
0,0144 g vorhanden, so daB, unter Beriicksichtigung der oben 
erwihnten kleinen Korrektur, die Ausbeute an Leucin + Histi- 
din = 0,1236 g war. 
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